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1. INTRODUCCIÓN 
1. INTRODUCCIÓN 
La enfermedad de Alzheimer (AD, del inglés Alzheimer’s Disease) es la causa más 
común de insuficiencia mental progresiva en las personas de avanzada edad y una causa 
importante de discapacidad y muerte en el mundo desarrollado. La enfermedad se 
caracteriza principalmente por dos lesiones neuropatológicas: i) los ovillos 
neurofibrilares intraneuronales, compuesto por la proteína tau, y ii) las placas amiloides 
extracelulares, compuesto principalmente por el péptido β-Amiloide (βAm) [1, 2]. El 
βAm se produce como un monómero, en determinados sitios dentro de las células y 
entra rápidamente en equilibrio con dímeros y trímeros, proceso similar al descrito para 
βAm sintético. Se ha visto que una fracción de estos oligómeros es altamente estable (ya 
sea a través de fuertes interacciones hidrofóbicas o entrecruzamientos covalentes), y una 
porción de éstos se secreta posteriormente al exterior de las células. Estos oligómeros de 
βAm secretados pueden interactuar con las neuronas, alterando su actividad eléctrica y 
fisiológica normal [2]. 
Los procedimientos de diagnóstico son fundamentales en el tratamiento eficaz de las 
enfermedades y por tanto, es de gran importancia el correcto enfoque de las 
herramientas de diagnóstico para lograr tal propósito. Mientras que las herramientas de 
diagnóstico tradicionales se han utilizado con gran eficacia en la práctica clínica, 
actualmente se han realizado grandes progresos en los estudios biológicos 
fundamentales de las enfermedades. Éstos han revelado una nueva variedad de 
biomarcadores que se encuentran a muy bajas concentraciones o no son adecuados para 
la detección por los métodos tradicionales. El aumento de la demanda en la detección de 
biomarcadores moleculares está impulsando el desarrollo de sensores ultrasensibles, y 
es aquí donde los nuevos y emocionantes descubrimientos de nanomateriales exhiben 
aplicaciones prometedoras [3]. 
La interacción entre las NPs metálicas y los sistemas biológicos se producen, por lo 
general, a través de uniones covalente NP-proteína o mediante la físisorción de la 
proteína sobre la superficie metálica. Los nanomateriales terapéuticos dirigidos pueden 
llevar a cabo su función en dependencia de las biomoléculas a las que se encuentren 
unidos, siendo mayoritariamente las proteínas del suero de la sangre las que se adsorben 
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a las NPs, después de la introducción a un entorno in vivo, creando una corona de 
proteínas alrededor de la nanopartícula. Por lo tanto, resulta de gran interés comprender 
de forma general cómo se produce esta unión NP-proteína. La estructura y función que 
puedan ejercer se verán influenciadas por las características de las NPs como el tamaño, 
la curvatura, la morfología, la estructura cristalina, y la química superficial [4, 5]. 
Además, la interacción de péptidos con metales es de una importancia enorme en el 
campo de la biofuncionalización con vistas a la aplicación de sistemas mixtos metal-
biomolécula en teranóstica. 
La espectroscopía SERS (siglas derivadas del inglés: Surface Enhancement Raman 
Spectroscopy) se ha venido desarrollando en los últimos años de forma acelerada debido 
al aumento de las prestaciones de los soportes metálicos con propiedades plasmónicas 
que son los que hacen posibles su existencia. La preparación de nanopartículas (NPs) 
metálicas con morfologías bien definidas como por ejemplo: nanoesferas, nanoprismas 
triangulares, nanocubos, nanooctaedros, nanovarillas, nanodiscos y nanoestrellas, han 
permitido el avance en la espectroscopía SERS debido a la gran intensificación del 
campo electromagnético (EM) que ocurre en la superficie de estas NPs, producida por la 
resonancia de plasmones de superficie localizados [6, 7]. Las propiedades intrínsecas de 
las nanoestructuras metálicas se pueden modificar mediante el control de su tamaño, 
forma, composición, cristalinidad y estructura (e.g. sólida frente hueca). Recientemente, 
se ha puesto especial atención al control de la forma de las nanoestructuras, pues en 
muchos casos permiten ajustar con precisión sus propiedades físico-químicas con una 
mayor versatilidad [8]. 
Un proceso fundamental para que ocurra intensificación Raman a través del efecto 
SERS es la adsorción física o química de la molécula sobre la superficie de las 
nanoestructuras metálicas. En muchos casos este fenómeno se produce espontáneamente 
debido a la estructura de la molécula. Sin embargo, muchas veces las moléculas de 
interés no presentan afinidad alguna, o ésta es muy baja, por la superficie metálica. Es 
en estos casos cuando se hace necesario acudir a la funcionalización de las superficies 
plasmónicas con las moléculas receptoras adecuadas para poder detectarlas mediante 
SERS [9, 10].  
Entre las diferentes nanopartículas que se han investigado en los últimos años, las 
nanoestrellas representan un tipo de sustratos SERS de gran futuro debido a los altos 
valores de intensificación de la señal SERS que se consiguen. En la presente Tesis se 
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proponen dos métodos de fabricación de nanoestrellas (NS) metálicas como soportes 
para espectroscopía SERS: i) obtención de nanoestrellas de plata (NSAg) mediante 
procesos de crecimiento en dos pasos y ii) obtención de NS huecas bimetálicas (Ag/Au) 
mediante un proceso de reemplazamiento galvánico partiendo de NSAg utilizadas como 
semillas. También se realiza la caracterización físico-química de las NPs obtenidas 
mediante espectrofotometría UV-visible, microscopía electrónica de transmisión y 
barrido acoplado a un detector de dispersión de energía de rayos-X (EDX) y 
espectroscopía Raman y SERS.  
En el presente trabajo se muestran los resultados en la caracterización vibracional 
mediante espectroscopía Raman y SERS de los colorantes histológicos Rojo Congo y 
tioflavina T, que son sustancias comúnmente utilizadas como marcadores de agregados 
de βAm. También se estudia el mecanismo de interacción de éstas moléculas con la 
superficie metálica de las NS utilizadas como substratos SERS a través de las 
correspondientes isotermas de adsorción. El análisis de la región de linealidad derivada 
del estudio de la isoterma de adsorción permitió conocer el límite de detección y la 
sensibilidad de la técnica SERS en la detección de las biomoléculas estudiadas.  
Finalmente, se muestran los resultados encontrados en el estudio estructural realizado 
a diferentes péptidos fibrogénicos cuyo mecanismo de adsorción sobre las superficies 
metálicas de las nanopartículas empleadas también se ha deducido. Teniendo en cuenta 
la interacción NP-proteína, se estudió la correlación entre la adsorción de los péptidos 
fibrogénicos y los procesos de fibrilación con el valor añadido de que esta investigación 
se ha realizado a muy bajas concentraciones. En estas condiciones se ha investigado la 
influencia de las NP plasmónicas sobre los procesos de fibrilación de estas importantes 
biomoléculas.  
La investigación realizada en la presente Tesis es de interés por una parte en la 
biofuncionalización de NP para fines biomédicos (reparto de fármacos, imaging, etc.), y 
por otra la de diseñar posibles estrategias para biodiagnosis y terapia, es decir, 
teranóstica, de enfermedades relacionadas con amiloides. 
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2. ANTECEDENTES 
2.1 FUNDAMENTOS DE LA ESPECTROSCOPÍA VIBRACIONAL RAMAN 
La espectroscopía vibracional es una herramienta básica que se utiliza en el estudio, 
caracterización y sistematización de sistemas moleculares ya que nos proporciona la 
huella digital de moléculas diatómicas o poliatómicas, iones moleculares y radicales 
libres. Existe una gran versatilidad de métodos físicos para determinar las vibraciones 
moleculares usando neutrones, electrones o fotones. La absorción y la dispersión 
inelástica de fotones dan lugar a dos técnicas fundamentales y complementarias como: 
la espectroscopía infrarroja y la espectroscopía Raman [11]. 
La espectroscopía no es más que el estudio de la interacción entre la radiación 
electromagnética y la materia [12, 13]. Cuando un haz de luz interactúa con la materia, 
éste puede ser: absorbido, emitido, reflejado o dispersado por la misma, dependiendo de 
las características de ambos, estos procesos permiten el estudio de la materia mediante 
una técnica espectroscópica determinada[13]. Durante la interacción de la radiación 
primaria o incidente con la molécula puede haber una transferencia de energía 
vibracional y/o rotacional, por lo que se puede detectar una radiación secundaria de 
mayor o menor energía. Las diferencias de energía entre la radiación primaria y la 
secundaria corresponden a las energías moleculares vibracionales o rotacionales.  
El análisis mediante espectroscopía Raman se basa en el examen de la luz dispersada 
por un material al incidir sobre él un haz de luz monocromática. Una pequeña porción 
de la luz es dispersada inelásticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia 
que son característicos del material analizado e independiente de la frecuencia de la luz 
incidente [14]. 
 
2.1.1 Breve descripción del efecto Raman 
El fenómeno conocido como efecto Raman fue descrito por el físico indio 
Chandrasekhara Venkata Raman en el año 1928, lo que le supuso la concesión del 
premio Nobel de física en el año 1930. Este científico dio nombre al fenómeno 
inelástico de dispersión de la luz, lo cual permitió el estudio de los espectros de rotación 
y vibración de las moléculas. 
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El efecto Raman es un fenómeno de dispersión de la luz en el que si un fotón 
interactúa con una molécula, pueden ocurrir dos procesos de dispersión diferentes, ver 
diagrama energético de la figura 2.1: 
 Dispersión elástica o Rayleigh: el fotón emitido tiene la misma longitud de onda 
(misma frecuencia y energía) que el fotón incidente. 
 Dispersión inelástica: hay un cambio en la frecuencia (energía y longitud de 
onda) entre el fotón incidente y el emitido. Este cambio o desplazamiento puede ocurrir 
de dos maneras:  
 dispersión Stokes: cuando el fotón le cede energía a la molécula, la energía de la 
radiación dispersada es menor que la de la radiación incidente 
 dispersión anti‐Stokes: si el fotón obtiene energía de la molécula se observa lo 
contrario, o sea, la energía de la radiación dispersada es mayor que la de la radiación 
incidente. 
 
Figura 2.1: Diagrama de niveles de energía con la representación de las tres formas de 
dispersión de la radiación electromagnética. La energía de la radiación incidente (hν0) es igual a 
la de la radiación emitida en la dispersión Rayleigh, menor (h(ν0-νint)) en la Stokes y mayor 
h(ν0+νint)) en la anti-Stokes.  
 
Las variaciones de frecuencia observadas en el fenómeno de dispersión Raman son 
equivalentes a variaciones de energía. Los iones y átomos enlazados químicamente para 
formar moléculas y redes cristalinas, están sometidos a constantes movimientos 
vibracionales y rotacionales. Estas oscilaciones se realizan a frecuencias bien 
determinadas en función de la masa de las partículas que intervienen y del 
comportamiento dinámico de los enlaces existentes. A cada uno de los movimientos 
vibracionales y rotacionales de la molécula le corresponderá un valor determinado de la 
energía molecular (νint) [14-16]. 
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Para que una molécula exhiba el efecto Raman, se requiere un cambio de la 
polarizabilidad molecular, parámetro que mide la deformación de la nube electrónica 
como consecuencia de la interacción de la radiación electromagnética con la materia. 
Este efecto genera un momento dipolar inducido debido a la polarizabilidad de la 
molécula y viene dado por la siguiente ecuación: 
     ⃗ߤ = ߙ ∙ ܧሬ⃗      (2.1) 
Donde ⃗ߤ es el momento dipolar inducido, ߙ la polarizabilidad molecular y ܧሬ⃗  es la 
intensidad del campo eléctrico externo. El carácter variable del campo (ܧ = ܧ଴ܿ݋ݏ߱଴ݐ) 
convierte este momento dipolar en un emisor de radiación electromagnética. 
El desplazamiento Raman coincide con las diferencias de los estados vibracionales o 
rotacionales de la molécula, mientras que los valores absolutos de frecuencia no 
dependen del proceso (bien sea dispersión Stokes o anti-Stokes). Por lo tanto, el 
espectro Raman es simétrico respecto de la banda Rayleigh. Aunque la dispersión 
inelástica de la luz fue predicha por Smekal en 1923, hasta el 1928 no fue observado 
experimentalmente. El efecto Raman fue reportado inicialmente por C. V. Raman y K. 
S. Krishnan e independientemente por Grigory Landsberg y Leonid Mandelstam en 
1928. 
La espectroscopía Raman se ha empleado en el análisis de los materiales, pues la 
información vibracional de los enlaces químicos que caracterizan las moléculas es muy 
específica, proporcionando verdaderas “huellas dactilares” que permiten la 
identificación de la especie analizada y de cómo su estructura se ve afectada por el 
entorno químico que la rodea. Además, al contrario que la espectroscopía IR, la señal 
Raman emitida por el agua es débil, lo que facilita el estudio de disoluciones acuosas 
[17]. 
Solo una fracción muy pequeña de los fotones incididos (aproximadamente uno en 
107-108 fotones) son dispersado por efecto Raman. Esta debilidad intrínseca hace que se 
precise del uso de fuentes de excitación láser, capaces de proporcionar una luz intensa, 
altamente monocromática y coherente, otra principal desventaja de esta técnica es la 
eventual presencia de emisión de fluorescencia, que puede llegar a ocultar la señal 
Raman. Una solución experimental para reducir la fluorescencia consiste en el uso de 
láser a menor energía, pero en muchos casos no es posible evitar el solapamiento de las 
dos emisiones (Raman y fluorescencia) al mismo tiempo. 
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2.2 ESPECTROSCOPÍA RAMAN INTENSIFICADA POR SUPERFICIE 
El efecto SERS fue descubierto por Fleischmann et al. en 1974 [18], al intentar 
registrar el espectro Raman de la piridina sobre un electrodo de plata sometido a varios 
ciclos de oxidación-reducción. Aunque en un primer momento se creyó que la 
intensificación Raman era debida al incremento del área superficial producida por el 
proceso redox, posteriormente se pudo demostrar que éste no podía ser el único efecto 
presente, y que estaba actuando un fenómeno nuevo y desconocido que dio lugar al 
nacimiento en 1977 de la espectroscopía SERS [19, 20]. Desde entonces, se han 
realizado numerosos estudios teóricos y experimentales para explicar este fenómeno. 
Así, se ha visto que dicho efecto se basa en el aumento de la dispersión inelástica (señal 
Raman) procedente de determinadas moléculas cuando se hallan en presencia de una 
superficie metálica nanoestructurada especialmente preparada, cuya intensidad excede 
en un factor de ~106 del que se observa en ausencia del metal. Otra característica 
general de este efecto es la marcada dependencia de la intensificación observada con la 
naturaleza del metal empleado y su morfología superficial, la naturaleza de la molécula 
a estudiar y un gran número de variables experimentales (concentración, potencial del 
electrodo, longitud de onda de excitación). Además, la intensificación no es uniforme en 
todas las bandas del espectro Raman, sino que ciertas bandas se intensifican más que 
otras. Esta intensificación relativa puede ser muy variable incluso para una misma 
molécula, dependiendo de las condiciones particulares de cada registro. 
 
2.2.1 Propiedades ópticas de las nanoestructuras metálicas 
El término plasmones de superficie (SP, por sus siglas en inglés) se refiere a las 
oscilaciones coherentes colectivas de los electrones de conducción en metales (y 
materiales con electrones libres) como respuesta a una luz incidente [7, 21-23]. Si la 
radiación electromagnética incide sobre la interfase metal-dieléctrico se produce la 
excitación de los SPs generándose ondas electromagnéticas que se propagan a lo largo 
de la interfase, lo que se conoce como polaritones de plasmones de superficie (SPP), 
ver fig. 1.2A. Estas oscilaciones pueden estar fuertemente confinadas a la interfase 
metal-dieléctrico, y actúan como una guía de ondas, siendo éstas evanescentes, o sea, 
que no se propagan ni en el interior del metal ni en el dieléctrico, y van perdiendo 
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intensidad a medida que se propagan. Cuando las dimensiones de los materiales 
plasmónicos se encuentran en la escala nanométricas (nanopartículas), los SPPs dejan 
de existir y los modos electromagnéticos que tienen lugar se conocen como plasmones 
de superficie localizados (LSP), los cuales están altamente influenciado por las 
condiciones de contorno (fig. 1.2B) [7, 24]. 
 
Figura 2.2: (A) Representación esquemática de los modos SPP en la interfase metal-dieléctrico. 
(B) Plasmones de superficie localizados en una nanopartícula de diámetro D. 
 
Para una partícula metálica de dimensiones muy pequeñas en relación a la longitud 
de onda de la radiación incidente (D<<, donde D es el diámetro de la partícula 
metálica), los SPP se encuentran localizados dando lugar a formación de LSP que 
resuenan en una frecuencia determinada y que es función de su función dieléctrica, de la 
morfología y del tamaño de la nanoestructura. Si se hace incidir un fotón sobre la 
superficie en condiciones de resonancia con la frecuencia de los LSP, éstos son 
excitados, dando lugar al fenómeno conocido como Resonancia de Plasmón 
Superficial Localizado (LSPR, por sus siglas en inglés), este efecto a su vez conduce a 
la polarización de la NP como muestra la fig. 2.2B. 
 
2.2.2 Plasmones localizados en estructuras metálicas de diferentes formas y 
tamaños 
 Las nanopartículas de metales nobles como plata, oro y cobre poseen plasmones de 
superficie localizados con resonancias en la región visible del espectro electromagnético 
[25, 26]. Las frecuencias LSPR se pueden modular para un mismo metal controlando las 
características geométricas de las NPs tales como el tamaño, la forma, la rugosidad de la 
superficie y el espacio entre partículas [27, 28]. La absorción y la dispersión de la luz 
por las partículas se ha estudiado desde el punto de vista clásico desde hace mucho 
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tiempo [29, 30].También de conocen las soluciones analíticas para partículas con 
formas simples como cilindros, esferas o elipsoides [29]. Para partículas que presentan 
formas más complejas y arbitrarias se requieren en general cálculos numéricos [17]. Los 
avances teóricos en los estudios de la interacción de la luz con nanoestructuras 
metálicas complejas han permitido el desarrollo de la técnica SERS destacando así la 
importancia de los plasmones localizados en nanopartículas metálicas. En los últimos 
años se han publicado trabajos que estudian nanopartículas aisladas con forma 
arbitraria, con esquinas, puntas, etc. [11, 31-34]. 
Así por ejemplo, la intensificación LSPR inducida por una esfera metálica depende 
de la polarización generada por el campo externo en ella, y del momento dipolar 
asociado, que viene dado por la expresión [35]: 
00
3 )(
2)(
1)( EgEap
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

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


   (2.2)
 
Siendo p la polarizabilidad de la nube electrónica, ε(ω) la permitividad eléctrica del 
material, E0 el campo aplicado y a el radio de la esfera. En metales, la parte real de la 
permitividad puede ser negativa, debido al desfase existente entre el campo eléctrico 
externo y la polarización inducida, y en los casos en los que se cumple Re[ε(ω)]c ≈ -2, y 
Im[ε(ω)] ≈ 0, se tienen las condiciones necesarias para que se produzca una 
intensificación por LSPR. Esto ocurre para el caso de los metales plata, oro y cobre 
fundamentalmente. 
Recientemente se han publicado estudios experimentales de dispersión de la luz por 
NPs con formas peculiares, como nanoestrellas o nanoflores. Este tipo de 
nanoestructuras obtenidas mediante el método de coprecipitación química en 
suspensiones coloidales (en su mayoría), presentan la ventaja de potenciar el efecto 
SERS sin necesidad de añadir agentes de agregación externo. Pues debido a esta 
geometría  de puntas, vértices y curvaturas, los plasmones localizados dan lugar a una 
gran intensificación SERS [36-39]. 
 
2.3 REGLAS DE SELECCIÓN 
Para explicar el efecto SERS se han propuesto un gran número de mecanismos y 
múltiples variantes de cada uno de ellos, actualmente se acepta la existencia 
principalmente de dos contribuciones al fenómeno SERS: mecanismo de intensificación 
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electromagnético (EM) y el mecanismo químico o de transferencia de carga (TC). Así, 
se considera que el mecanismo EM debe estar presente en toda la experiencia SERS 
suficientemente intensa, mientras que el mecanismo TC puede o no participar, 
dependiendo de las condiciones [40]. Sin embargo, no existe un acuerdo definitivo 
acerca de la contribución de cada uno de ellos en el factor de intensificación total. 
 
2.3.1 Mecanismo Electromagnético 
El efecto SERS está determinado por tres componentes principales: la molécula, la 
nanoestructura metálica y la radiación electromagnética [40]. La absorción y dispersión 
de la luz por las nanopartículas (NPs) metálicas (cuyo tamaño debe de ser menor que 
longitud de onda de la luz) se considera la propiedad más importante que da lugar al 
efecto SERS. La posición de la frecuencia de oscilación plasmónica en el espectro 
electromagnético está determinada por la función dieléctrica del metal, o permitividad 
eléctrica, y por la forma y el tamaño de la NP. Para una NP suficientemente pequeña, 
todas las transiciones electrónicas interbandas se consideran insignificantes excepto el 
plasmón asociado al dipolo (aproximación dipolar). Estos sistemas con electrones libres 
o casi libres presentan un tipo determinado de excitación, correspondiente al plasmón de 
superficie. La resonancia plasmónica es de tal naturaleza que cuanto más libres se 
encuentran los electrones, más estrecha e intensa es la resonancia plasmónica dipolar. 
La radiación dipolar emitida por la NP consigue llegar a un estado estacionario unos 
femtosegundos después de la iluminación del láser y es caracterizada por una 
distribución espacial de las magnitudes del campo, donde la intensidad de la radiación 
es nula en algunas regiones del espacio circundante de la NP, mientras que en otras 
regiones cerca del metal se amplifica [25, 29, 40]. 
Puesto que el efecto SERS está relacionado con la existencia de una geometría 
rugosa en la superficie metálica, el modelo EM puede simplificarse considerando la 
intensificación de la señal Raman cuando una radiación de frecuencia ω0 incide sobre 
una nanopartícula. En la fig. 2.3 se muestra un esquema del fenómeno que tiene lugar en 
un proceso de dispersión Raman en ausencia y presencia de NPs metálicas.  
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(a) (b)  
Figura 2.3: Proceso de dispersión Raman en ausencia (a) y presencia (b) de una nanopartícula 
metálica 
 
La gran intensificación que experimenta la radiación Raman se debe a dos procesos 
fundamentales:  
1) Intensificación del campo EM incidente sobre la molécula: la intensidad del 
campo EM que incide sobre la molécula situada en la posición r´ está compuesta por la 
intensidad del campo E0 de la radiación láser a la frecuencia ω0 y de la del campo a la 
misma frecuencia dispersado propio metal ES. Por lo tanto, el campo eléctrico total que 
incide sobre la molécula en r´ será: 
  ܧ௧௢௧(ݎ´,߱଴) = ܧ଴(ݎ´,߱଴) + 	ܧௌ(ݎ´,߱଴)   (2.3) 
Cuando la frecuencia ω0 se hace coincidir con la frecuencia de resonancia de los 
plasmones superficiales del metal (ver definición más adelante), el campo dispersado ES 
resulta ser mucho mayor y la expresión anterior se puede aproximar a: 
  ܧ௧௢௧(ݎ´,߱଴) ≈ ܧௌ(ݎ´,߱଴) = 	݃ܧ଴(ݎ´,߱଴)   (2.4) 
donde g es la amplificación del campo EM por parte de la NP metálica. Este campo 
incidente induce en la molécula un momento dipolar p(r´, ω0) que, modulado por las 
vibraciones moleculares, emitirá radiación Raman de frecuencia ωR. El momento 
dipolar puede ser expresado en función de la polarizabilidad de la molécula: 
    ݌(ݎ´,߱଴) = ߙோܧ௧௢௧(ݎ´,߱଴)    (2.5) 
La radiación Raman dispersada por la molécula tendrá así un campo eléctrico de 
intensidad ER proporcional a αRES. 
2) Intensificación de la Radiación Raman: la radiación Raman de frecuencia ωR 
puede ser amplificada a su vez por la NP, de la misma forma que la radiación láser, con 
un factor g´(que indica la intensificación del campo a la longitud de onda Raman, ωR, la 
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cual puede diferir del valor a la longitud de onda incidente ω0). De este modo el campo 
eléctrico total dispersado, de frecuencia ωR, que se observa en la posición r (detector), 
es una composición del campo dispersado directamente por la molécula de intensidad 
ER(ωR)mientras que el campo dispersado por la NP cuando son excitados los plasmones 
superficiales su intensidad es ERS(ωR): 
  ܧௌாோௌ(ݎ,߱ோ) = ܧோ(ݎ,߱ோ) + ܧோௌ(ݎ,߱ோ)   (2.6)
  
En condiciones de resonancia plasmónica, la amplitud total del campo dispersado 
será: 
   ܧௌாோௌ ≈ ܧோௌ ∝ ݃´ܧோ ∝ 	݃ᇱߙோܧௌ ∝ ݃݃ᇱߙோܧ଴  (2.7) 
Y la intensidad SERS será proporcional al cuadrado del módulo de ESERS: 
    ܫௌாோௌ ≈ |݃݃´|ଶ|ߙோ|ଶܫ଴    (2.8) 
Donde I0 es la intensidad del campo incidente. Para bandas de bajo número de ondas, 
es decir, cuando la diferencia entre ωR y ω0 es mínima, g ~ g´ y la intensidad SERS será 
amplificada con un factor proporcional a la cuarta potencia de la amplificación del 
campo cercano local incidente |݃|ସ. 
Se puede definir un factor de intensificación G o también asignado como FI 
(notación que se utilizará más adelante) de la siguiente manera: 
    ܩ = ூೄಶೃೄ
ூೃೌ೘ೌ೙
= ቚ ఈೃ
ఈೃబ
ቚ
ଶ |݃݃´|ଶ    (2.9) 
Donde IRaman es el valor de la intensidad del campo eléctrico dispersado 
inelásticamente en ausencia del metal y αR0 la polarizabilidad Raman en ausencia del 
metal [41-43].   
Resumiendo el significado de la ecuación 2.8 se puede decir que: 
 La mayor contribución al efecto SERS procede de la dispersión por parte del 
metal, más que por parte de la molécula, cuyo espectro Raman se ve de todos modos 
reflejado en el espectro SERS de la luz dispersada por el metal. 
 La intensidad SERS depende de |݃|ସ. Esta dependencia es clave para entender 
las poderosas amplificaciones que el SERS produce. Es por ello que para NPs de plata 
con un máximo del plasmón a 400 nm, g es ~30, pero se produce una amplificación G 
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~8×105, suponiendo que la polarizabilidad Raman no cambia respecto a la de la 
molécula aislada [44]. 
 La polarizabilidad Raman de la molécula puede alterarse drásticamente con 
respecto a la de la molécula aislada (variando su magnitud, simetría y propiedades de 
resonancia) cuando interacciona directamente con el metal. Esto resulta particularmente 
evidente en sistemas molécula/metal donde se realizan procesos de TC.  
El valor de G depende de varios factores: i) de la morfología de la partícula metálica, 
ii) de la distancia a la superficie r y iii) de la permitividad dieléctrica del metal (ɛ) y del 
medio que lo rodea (ɛ0). El modelo electromagnético predice un factor de 
intensificación de la señal Raman del orden de 106, que coincide en gran medida con los 
valores de G obtenidos experimentalmente. Es por ello que se puede concluir que el 
factor de intensificación debido al efecto SERS depende de: la forma y tamaño de las 
nanopartículas y de la distancia a la que se encuentra la molécula sobre la superficie 
metálica (1-10 nm de distancia) ya que es una técnica de corto alcance [11, 40, 45].  
En el caso de la esfera, el campo eléctrico externo disminuye con la distancia según 
ቂܴ (ܴ + ݀)ൗ ቃଵଶ, donde R es el radio externo de la NP y d es la distancia al centro de la 
NP. Los resultados experimentales indican que la intensificación resulta detectable para 
distancias menores de ~ 100 Å [40, 41]. El enorme gradiente del campo EM existente 
sobre la superficie metálica, hace que los modos vibracionales con los relacionados con 
los grupos moleculares del analito que se encuentran más cercanos a la superficie den 
lugar a una mayor intensidad SERS con respecto a los grupos más alejados. Este efecto 
de la proximidad puede ser utilizado para conocer el mecanismo mediante el cual se 
produce la interacción entre el adsorbato y el metal.  
El efecto SERS posee unas reglas de selección distintas a las que se dan en la 
espectroscopía Raman convencional y pueden ser explicadas dentro del marco del 
modelo EM. Estas reglas operan sobre los modos vibracionales permitidos en Raman, 
de manera que establecen una distinción entre unos modos más activos, los cuales 
aparecerán con una mayor intensidad en el espectro SERS, y otros menos activos y 
menos intensos. En el exterior de la partícula metálica responsable del efecto SERS, las 
intensidades del campo polarizado paralela o longitudinalmente (Et) y perpendicular o 
transversalmente (En) a la superficie metálica, no poseen el mismo valor relativo. La 
relación que guardan ambas magnitudes depende de la longitud de onda de excitación; 
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así, a una longitud de onda cercana a la de excitación de los plasmones superficiales del 
metal, se cumple que Re(ε) ≈ -2, de donde se deduce que En ≈ 4Et. Esta característica 
constituye una herramienta de una gran utilidad en la determinación de la orientación de 
la molécula sobre la superficie, ya que los modos vibracionales perpendiculares a la 
superficie se ven más intensificados que los modos orientados en dirección paralela [46-
48] 
 
2.3.2 Mecanismo de Transferencia de Carga 
El mecanismo de transferencia de carga (TC) contribuye también en la producción 
del efecto SERS a través de un proceso semejante al que produce la Resonancia Raman. 
El mecanismo TC transcurre mediante un proceso fotoinducido que implica la 
transferencia de un electrón del nivel de Fermi (Ef) hacia el orbital LUMO (de sus siglas 
en inglés Lowest Unoccupied Molecular Orbital) orbital molecular no ocupado de más 
baja energía de la molécula adsorbida sobre la superficie del metal, ver la fig. 2.4a. 
También puede ocurrir el proceso contrario, en el que el electrón va del orbital HOMO 
(del inglés Highest Occupied Molecular Orbital) orbital molecular ocupado de más alta 
energía hacia el nivel de Fermi del metal, fig. 2.4b [49]. 
La nube electrónica del analito puede distorsionarse cuando se produce una 
adsorción directa sobre el metal. Cuando la energía de esta interacción es débil 
(fisisorción), la modificación de la polarizabilidad del analito α es pequeña y podemos 
esperar que el espectro SERS se parezca al espectro Raman normal. 
La fisisorción puede inducir una orientación molecular fija que, teniendo en cuenta la 
fuerte polarización del campo local, implica una diferente intensificación de los modos 
vibracionales dependiendo de su simetría. Por el contrario, cuando la entalpía de 
absorción es muy negativa y comparable a las energías de un enlace químico 
(quimisorción), la alteración del volumen de la nube electrónica del adsorbato es 
significativa, sobre todo en el caso de moléculas pequeñas, y lo que obtenemos es una 
“nueva” molécula o complejo superficial, con diferente simetría y nuevos estados 
electrónicos. Además, desde el punto de vista de la intensificación de la señal, la 
absorción directa sobre la superficie proporciona el máximo factor de intensificación 
SERS, dando origen al “efecto de la primera capa”. Se trata de un fenómeno limitado a 
especies situadas en la primera capa de absorción, la que involucra moléculas en 
2. Antecedentes 
 
18 
contacto directo con la superficie metálica. En estas condiciones la intensificación 
SERS global se debe tanto al efecto multiplicativo del mecanismo EM como a la 
intensificación generada por una transición de transferencia de carga entre el metal y el 
adsorbato, o viceversa [40, 50].  
 
Figura 2.4: Esquema del mecanismo de transferencia de carga que ocurre entre el metal y la 
molécula en el efecto SERS. TC: metal a molécula Ef → LUMO (a) y TC: molécula a metal 
HOMO → Ef (b). 
 
La existencia de transferencia de carga es función de la naturaleza del adsorbato y 
del metal. Por ejemplo, la TC es más probable en moléculas que contienen electrones π 
en su estructura, tales como las moléculas aromáticas estudiadas en este trabajo. En 
cuanto al metal, también la morfología de la superficie metálica influye notablemente en 
la contribución del mecanismo TC a la intensificación global SERS, ya que este 
mecanismo tiene lugar mayoritariamente en puntos de la superficie en los que existen 
rugosidades superficiales a escala atómica, llamadas “adatoms” [51]. Estos sitios 
activos constituyen el lugar donde ocurre con más probabilidad la transferencia de carga 
entre el metal y el adsorbato, por lo que se supone que la fracción de moléculas 
adsorbidas que contribuyen a la intensificación SERS mediante transferencia de carga 
es relativamente pequeña. 
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Tabla 2.1: Comparación de las características de los dos mecanismos de intensificación 
en la superficie más aceptados según Brolo y colaboradores para el caso de un electrodo 
[48]. 
 Mecanismo TC Mecanismo EM 
 Origen El proceso de resonancia 
involucra la luz incidente y la 
banda de TC del complejo 
metal-molécula. (Similar a 
proceso de Resonancia 
Raman) 
Intensificación del campo 
eléctrico local debido al 
acoplamiento del fotón 
incidente con los plasmones 
superficiales del metal 
 Rugosidad Rugosidad a escala atómica 
(sitios activos) 
Rugosidad a gran escala (10-
200 nm) 
 Dependencia de la distancia Corto rango. Importante solo 
para especies adsorbidas 
directamente sobre la 
superficie 
Amplio rango. Importante 
incluso para especies que 
estén alejadas superficie, pero 
se debilita con la distancia 
 Dependencia del potencial La banda de TC puede ser 
sintonizada por el potencial 
aplicado; por ello el factor de 
intensificación depende del 
potencial 
El FI no depende del 
potencial aplicado; los 
cambios en la intensidad en el 
perfil del potencia se deben a 
la variación del recubrimiento 
de la superficie con el 
potencial 
 Dependencia de exc. La condición de resonancia 
depende de la longitud de 
onda de excitación (exc). El 
potencial al cual la intensidad 
SER es máxima (Emax) 
depende de la energía del 
fotón incidente 
El FI depende de la función 
dieléctrica (ɛ) la cual es 
dependiente de exc. Emax no 
se desplaza por diferentes 
energías del fotón incidente 
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A modo de resumen la tabla 2.1 expone las principales características de los dos 
mecanismos de intensificación en la superficie para el efecto SERS (TC y EM), para 
superficies rugosas obtenidas en electrodos según la referencia [48].  
 
2.4 SOPORTES PARA ESPECTROSCOPÍA SERS 
A medida que se ha estudiado y conocido el funcionamiento del efecto SERS, se ha 
comprendido que el SERS es una intensificación de la radiación Raman llevada a cabo 
por la presencia de nanoestructuras, más que una intensificación superficial. Este 
conocimiento se ha puesto de manifiesto gracias al desarrollo de nuevas tecnologías en 
el campo de la Ciencia de Materiales. Por tal motivo, las superficies metálicas 
empleadas en espectroscopía SERS deben cumplir ciertos requisitos con respecto a su 
morfología.  
Un substrato SERS se caracteriza por presentar una superficie metálica 
nanoestructurada con plasmones activos que dan lugar a una intensificación del campo 
electromagnético cercano por LSPR. La elección de un substrato SERS adecuado se 
realiza bajo los criterios de máxima amplificación de la relación señal/ruido y una 
óptima reproducibilidad.    
El interés por las nanopartículas metálicas con propiedades plasmónicas se ha 
incrementado durante los últimos años debido a sus versátiles aplicaciones. Hay una 
amplia lista en las que las nanopartículas metálicas plasmónicas pueden ser de gran 
utilidad como por ejemplo en: el medio ambiente, la medicina, la química y la óptica, 
gracias a las potencialidades que presentan en la detección química, diagnóstico clínico, 
catálisis heterogénea entre otros [52-57]. Estos sistemas son muy sensibles debido a la 
resonancia del plasmón de superficie localizado que presentan. Al mismo tiempo éstas 
nanopartículas pueden ser utilizadas como substratos SERS ya que son capaces de 
intensificar en gran medida el campo electromagnético en sus inmediaciones [40]. 
Además, si las NP metálicas que se utilizan como substrato SERS presentan una 
morfología adecuada, serían capaces de incrementar aún más la señal Raman. En este 
caso, se han reportado en la literatura diversas formas de nanopartículas, que propician 
una mayor intensificación del espectro Raman [32, 58-60].  
Por tanto, a modo general, los soportes utilizados se pueden clasificar en cuatro 
grandes grupos: 
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1. Películas de islotes metálicos [40, 61] 
2. Electrodos metálicos de superficie rugosa obtenida a partir de ciclos de 
oxidación-reducción [18, 49] 
3. Nanoestructuras obtenidas mediante litografía sobre una superficie [62] 
4. Suspensión de nanopartículas o coloides metálicos [63, 64] 
A continuación se describirán brevemente las principales características que 
distinguen a cada uno de estos soportes.  
 
2.4.1 Películas de partículas metálicas aisladas 
Las películas de islotes metálicos se preparan por sublimación y deposición del metal 
en el vacío. Inicialmente se evapora o sublima el metal que se va a depositar y se 
transfiere hasta un substrato frío donde se realiza el proceso de deposición de los átomos 
y la reorganización de las partículas sobre la superficie del substrato. La estructura de la 
película puede ser controlada a través de la velocidad de deposición y del espesor de la 
masa depositada. Posteriormente, la película se puede modificar con el fin de activar el 
crecimiento de protuberancias para variar la estequiometria, introducir dopantes o 
producir la oxidación [40]. La posibilidad de modificar las propiedades del substrato 
según las necesidades experimentales y la alta reproducibilidad del proceso de 
preparación, han convertido a las películas de islotes metálicos en uno de los más 
exitosos substratos SERS. Sin embargo, este tipo de substrato da lugar a factores de 
intensificación menores de los obtenidos mediante NPs metálicas agregadas en 
suspensión, debido a las limitaciones que presenta el control de la arquitectura en la 
escala nanométrica de las mismas [40].  
 
2.4.2 Electrodos metálicos de superficie rugosa 
Los electrodos rugosos son substratos en los que se realizan medidas reproducibles 
con factores de intensificación moderados (~106). La forma más común de conseguir un 
electrodo de plata activo en SERS es someter el electrodo original a ciclos de oxidación-
reducción en una celda electrolítica que contiene una determinada disolución de sal de 
plata (en la mayoría de los casos AgNO3). Durante el semi-ciclo de oxidación, la Ag del 
electrodo se oxida mientras que en el semi-ciclo de reducción los iones Ag+ se reducen, 
depositándose nuevamente en el electrodo, produciendo así la superficie 
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nanoestructurada en una rango de dimensiones de 25-500 nm. La gran ventaja del 
empleo de los electrodos metálicos radica en poder controlar y manipular la carga 
superficial del mismo, permitiendo así modular la absorción y desorción de la molécula 
sobre la superficie. Mediante estos substratos se pueden estudiar los fenómenos de TC y 
la orientación de la molécula sobre la superficie metálica [49, 65, 66].  
 
2.4.3 Nanoestructuras obtenidas mediante litografía sobre una superficie 
Las técnicas de nanolitografía son relativamente recientes en la fabricación de 
substratos SERS y SEF (del inglés Surface Enhanced Fluorescence que significa 
fluorescencia amplificada por superficie), siendo su principal ventaja el control de la 
forma y la posición de las nanoestructuras, y con ello, de la longitud de onda de los 
LSPR y la formación de hot spots (HS) o puntos calientes [67]. Con estos sustratos se 
han observado factores de intensificación de hasta 108.  
 
2.4.4 Suspensión de nanopartículas o coloides metálicos 
Desde que en la espectroscopía SERS se utilizaron por primera vez las suspensiones 
de NPs de oro y plata a finales de la década de los 70´s [68], los substratos SERS más 
utilizados hasta la fecha han sido los coloides metálicos. Creighton y Albrecht fueron 
los pioneros en emplear los coloides metálicos como substratos SERS en el estudio de 
la piridina en el año 1979 [68]. La fabricación de este tipo de soporte SERS es 
relativamente sencilla y poco costosa, ya que no requiere de una instrumentación 
sofisticada y los beneficios relacionados con el factor de intensificación que 
proporcionan son muy elevados (hasta 1011). Son de hecho, los substratos empleados en 
los experimentos de detección de moléculas aisladas [69, 70] 
Los coloides metálicos son de fácil preparación y se pueden prepara por reducción 
química o fotoquímica de una sal del correspondiente catión, generalmente en 
disolución acuosa. En un principio los coloides metálicos obtenidos fueron suspensiones 
acuosas de nanoesferas de oro, plata o cobre. Sin embargo, en los últimos tiempos se 
han fabricado otros sistemas con morfologías diferentes, cuyo uso está también 
justificado por cálculos teóricos del campo generado sobre estas nanoestructuras, que 
predicen una mayor intensificación en zonas con mayor curvatura como vértices y 
valles, que en la superficie de nanopartículas esféricas [26, 33, 71, 72].  
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Cuando se elige un coloide metálico como substrato, existen dos formas de realizar 
un experimento SERS: 
a) El SERS promediado (medición en macro): se registra la señal de un conjunto 
numeroso de NPs en una suspensión.  
b) El SERS de una sola nanopartícula o un solo agregado (medición en micro): 
destinado al estudio de moléculas aisladas y de hot spots. 
El uso de suspensiones coloidales para estudios SERS promediados presenta varias 
ventajas. La presencia del disolvente disminuye el riesgo de fotodegradación de la 
muestra con el láser, permitiendo el uso de potencias superiores y de líneas de 
excitación más energéticas. Además, los espectros obtenidos son un promedio de las 
señales de un amplio conjunto de NPs, debido al movimiento Browniano de las mismas 
en la suspensión coloidal. Por lo tanto, se registran espectros reproducibles que son 
huellas dactilares características de la molécula y el metal como conjunto. 
Las NPs individuales son en general muy poco activas en SERS. El ensamblaje de 
diferentes NPs para dar lugar a agregados de mayor tamaño resulta ser muy ventajoso 
en experimentos SERS. Esto es debido al fuerte acoplamiento de plasmones 
superficiales de las diferentes NPs con formación de gran número de HS, o zonas de 
máxima intensificación, en los espacios interpartícula. Para incrementar la formación de 
estos HS es necesario llevar a cabo una agregación adicional de la suspensión coloidal, 
inducida por la adición de un ión por lo general de carga negativa a la mezcla. Los 
aniones más empleados son Cl-, NO3- o SO42- [73]. Dicha agregación se puede fomentar 
también mediante el ensamblaje de las NP por ensambladores bifuncionales para 
obtener HS de tamaño y naturaleza deseados para un análisis específico [74].  
Otra estrategia que se puede llevar a cabo para obtener una mayor intensificación 
SERS es mediante la preparación de NPs de tamaños y formas variadas con morfologías 
anisotrópicas, dotadas de puntas y vértices. Estas morfologías dan lugar a una fuerte 
intensificación del plasmón de superficie en estas zonas de alta curvatura [32, 75-77]. El 
uso de estas NPs es ventajoso por evitar la necesidad de una agregación del coloide, ya 
que este proceso conduce a una baja reproducibilidad de los experimentos, lo que 
resulta negativo en aplicaciones analíticas de la técnica SERS. 
Hasta el momento se han fabricado NPs anisotrópicas con una gran variedad de 
tamaños y formas, que además presentan buenas propiedades SERS. Este tipo de 
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nanopartículas presentan prometedoras aplicaciones en bioimagen y detección debido a 
las extraordinarias propiedades mostradas en la intensificación del campo EM [78-81]. 
 
2.4.4.1 Nanopartículas con forma de estrella 
En esta Tesis se ha prestado una especial atención a la fabricación,  caracterización y 
aplicación de nanoestrellas de plata en espectroscopía SERS. En general las 
nanoestrellas presentan unas propiedades intrínsecas de hibridación que dan lugar a un 
campo EM intensificado en las zonas de mayor curvatura, como las puntas o las 
hendiduras. Según se ha podido demostrar, la morfología de las puntas (longitud o 
ángulo de apertura) y el número de puntas tienen un fuerte efecto sobre la frecuencia e 
intensidad del plasmón [82].  
Los primeros trabajos publicados sobre la síntesis de nanostrellas (NS) se realizó 
para nanoestrellas de oro y aparecieron en el año 2006 [83, 84]. El protocolo de 
fabricación llevado a cabo en la obtención de las NS de Au desarrollado se basó en el 
crecimiento de una “disolución semilla” en varios pasos modulado por la presencia de 
surfactantes como el CTAB (Bromuro de hexametiltrimetilamonio) y la adición de 
iones que favorecen el crecimiento de NPs facetadas dando lugar a la formación de NPs 
con forma de estrella [38, 75, 85, 86]. Las ventajas plasmónicas de las NSs ha hecho 
que en los últimos años haya aumentado el desarrollo de dispositivos a base de 
nanoestructuras metálicas con forma de nanoestrellas y propiedades plasmónicas 
altamente eficaces para la detección y análisis de determinadas sustancias con intereses 
biomédicos y medioambientales [87-90]. 
Sorprendentemente, la mayoría de los trabajos publicados hasta el momento sobre 
nanosistemas formados por nanoestrellas metálicas se han desarrollado empleando el 
oro como soporte metálico (NSAu). Sin embargo, la plata no se ha empleado hasta la 
fecha en la producción de nanoestrellas de plata (NSAg). Una excepción de esto es el 
trabajo publicado por Camargo y col. donde fabrican NPs de plata ramificadas, aunque 
con formas distantes de lo que puede considerarse como nanoestrella [91]. La 
fabricación de nanoestrellas de Ag podría tener un gran interés en espectroscopía y por 
ende en el campo de la detección óptica debido a que este metal presenta mejores 
propiedades ópticas que el oro, desde el punto de vista de las propiedades LSPR de 
ambos metales. En general, las NPs de Ag presentan actividad óptica en una amplia 
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región del campo EM, abarcando desde el azul hasta el infrarrojo cercano (NIR), 
mientras que las NPs de Au muestran actividad LSPR solo en la región del rojo-NIR. 
Además, las NPs de Ag manifiestan mayores factores de intensificación (FI) 
comparadas con las NPs de Au. Por otra parte, los métodos más utilizados para preparar 
NSAu generalmente requiere del uso de surfactantes que se quedan adsorbidos sobre la 
superficie de las NS y limitan seriamente las aplicaciones espectroscópicas SERS de 
estos sistemas [92, 93]. Uno de los objetivos que se propone en la presente Tesis es la 
fabricación de nanoestrellas de plata mediante un método simple y que no aporta 
residuos contaminantes al medioambiente, o sea, utilizando un método compatible con 
la química verde [94, 95]. 
 
2.4.4.2 Nanoestrellas huecas 
Sin duda, otro tipo de nanoestructura que ha suscitado un enorme interés en los 
últimos tiempos son las NPs huecas. Estos complejos sistemas nanoestructurados son 
capaces de mostrar propiedades plasmónicas que se pueden aprovechar en aplicaciones 
catalíticas y biomédicas [96-98].  
En particular, hasta la fecha se han publicado trabajos donde se han utilizado 
nanocajas de Au con propiedades plasmónicas atractivas que permiten su uso en 
aplicaciones teranósticas (traducción al español de la palabra inglesa theranostic que 
surge de la unión de los términos “terapia” y “diagnóstico”). Estas NPs presentan una 
resonancia de plasmón en la región IR cercano (NIR), lo que hace que absorban una 
gran cantidad de radiación en la región comprendida entre 650 y 900 nm. Esta región 
también se le conoce como “ventana terapéutica del tejido” debido a la baja densidad 
óptica del agua y la sangre en esta región espectral en comparación con la región visible 
del espectro EM [99]. Por lo tanto, la absorción de luz por parte de estos sistemas 
nanoestructurados es más eficaz, lo que daría lugar a un sobrecalentamiento del tejido 
en presencia de estas NPs que conduciría a procesos como la hipertermia [78, 80, 100, 
101]. Las NPs huecas se han obtenido fundamentalmente mediante métodos 
reemplazamiento galvánico [96, 102]. Sin embargo, todavía no se ha encontrado en la 
literatura nanoestrellas huecas como un sistema que combine las propiedades de 
intensificación plasmónica con las ventajas teranósticas. El enorme interés en la 
fabricación y aplicación de NPs huecas justifica el que se desarrollen nuevos métodos 
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de síntesis de NPs con morfologías y composiciones adecuadas que den lugar a 
propiedades plasmónicas interesantes. En ese sentido en esta Tesis se presentan 
métodos de preparación de NPs con forma de nanoestrellas huecas y naturaleza 
bimetálica en las que se combinan todos estos fenómenos.  
 
2.5 PROPIEDADES SUPERFICIALES DE COLOIDES DE NANOPARTÍCULAS 
METÁLICAS  
Los coloides compuestos por nanopartículas metálicas se han venido empleando 
frecuentemente durante en los últimos años en espectroscopía SERS debido a las 
propiedades ópticas y electroquímicas específicas que presentan los mismos. Sin 
embargo, hay un relativo desconocimiento acerca de los fenómenos que manifiestan 
estas partículas, tales como su agregación a través de partículas con estructuras fractales 
[103] y las posibles interacciones químicas que se pueden producir en su superficie 
[104], asociadas a procesos de adsorción, las cuales están íntimamente ligadas al 
método empleado para su obtención. Hay que tener en cuenta que lo primero que se 
encuentra una molécula al interactuar con una nanopartícula es su superficie, por lo que 
las características físico-químicas que describan esta superficie serán las que controlen 
el mecanismo de interacción metal-adsorbato. 
En la preparación de sistemas coloidales con diferentes aplicaciones una cuestión de 
máxima importancia es la posibilidad de controlar la forma y el tamaño de las 
nanopartículas obtenidas, ya que las propiedades optoelectrónicas que de ellas se 
deriven dependen íntimamente de aquellos parámetros. Las partículas coloidales en 
suspensión tienen el problema de su gran inestabilidad. Son sistemas inestables que 
tienden a precipitar con el tiempo. A la hora de preparar coloides metálicos, se debe 
prestar especial atención a la estabilización de los mismos mediante diferentes medios 
[105]. 
Las NPs metálicas presentan una interfase con cargas positivas en su mayoría, 
debidas a una deficiencia de electrones en los átomos de la superficie que pasan al 
medio que las circunda, como se muestra en la fig. 2.5a. Esta carga es neutralizada por 
iones negativos, normalmente procedentes de las sales empleadas en la preparación del 
coloide. Se forma entonces una doble capa eléctrica que da lugar a la llamada capa de 
Stern (fig. 2.5a), integrada por iones rígidamente unidos a la superficie del metal. A 
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continuación se encuentra la capa de difusión, en la que los iones presentan una mayor 
movilidad. Como consecuencia de la distribución de cargas positivas y negativas sobre 
la superficie, la partícula metálica presenta una carga neta negativa. La carga residual 
del metal en su superficie es una propiedad importante que asegura la estabilidad de las 
partículas metálicas en suspensión. El potencial eléctrico en la superficie (Ψ0) es difícil 
de determinar. Sin embargo es más fácil determinar el potencial en la interfase entre la 
capa de Stern y la de difusión, el cual recibe el nombre de potencial zeta (ζ). Este 
potencial es más empleado ya que del valor del mismo dependen buena parte de las 
propiedades físico-químicas de las nanopartículas, tales como su movilidad, 
difusibilidad y estabilidad [105].  
(a)  (b)  
Figura 2.5: (a) Distribución de iones sobre la superficie de la nanopartícula metálica y curva de 
potencial eléctrico () en función de la distancia a la superficie (0 es el potencial eléctrico en 
la superficie metálica y  es el potencial zeta en la capa de Stern. (b) Fuerzas de atracción y 
repulsión entre nanopartículas (teoría DVLO) [105].  
 
La estabilidad de estos sistemas está gobernada por un balance entre fuerzas 
atractivas, de tipo van der Waals y fuerzas repulsivas electrostáticas entre 
nanopartículas cargadas eléctricamente según describe la teoría DLVO (Deryagin-
Landau-Verway-Overbeek) (ver fig. 2.5b). Las fuerzas electrostáticas de repulsión entre 
partículas dependen de la distancia según1 ݎଶൗ , mientras que las fuerzas de atracción son 
de mucho menor alcance, ya que dependen de1 ݎ଺ൗ . Del balance entre ellas resulta una 
curva, como se muestra en la fig. 2.5b, con un máximo correspondiente a la barrera de 
potencial que las partículas han de vencer para poder aproximarse lo suficiente como 
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para adherirse y agregarse entre ellas. La barrera energética depende del potencial ζ de 
las nanopartículas [106-109]. 
La barrera energética depende del potencial  de las NPs. Cuando el valor absoluto 
del potencial es superior a 50 mV, la suspensión coloidal es muy estable debido a las 
repulsiones electrostáticas, mientras que cuando baja el potencial hasta valores cercanos 
a cero, la coagulación es rápida con la formación de sedimentos. Incluso cuando la 
densidad de carga superficial es alta pero el potencial  es bajo, los coloides son 
inestables.  
La reducción en el potencial ζ puede inducirse por diferentes factores: i) adsorción de 
una molécula neutra sobre el metal, ii) neutralización de la carga residual de la partícula 
o iii) por otros métodos. Esto da lugar a la consiguiente reducción de la barrera de 
potencial y a la agregación de las partículas. Por otra parte, la agregación puede tener 
lugar a través de distintos mecanismos, conduciendo a morfologías y, por lo tanto, 
propiedades ópticas también diferentes. 
 
 Agregación de coloides de nanopartículas metálicas 
La agregación coloidal se puede considerar como un modelo ideal para el estudio de 
procesos de crecimiento y formación de estructuras. En estos procesos, subunidades de 
menor tamaño se acercan debido al movimiento difusivo para luego unirse y formar 
agregados de tamaño mayor. En muchas ocasiones los coloides se agregan al añadir una 
molécula, pero en varias ocasiones es necesario inducir dicho efecto mediante la adición 
de agentes de agregación (en la mayoría sales inorgánicas), que actúan reduciendo la 
carga eléctrica en el metal al desplazar los iones débilmente adsorbidos sobre la 
superficie de las NPs. De esta manera, se reduce la fuerza de repulsión entre ellas, 
posibilitando su acercamiento para formar así agregados [105, 110, 111]. 
La velocidad de agregación depende no solo de la probabilidad de colisión entre dos 
partículas sino también de la probabilidad para la formación de una unión estable entre 
ellos. Existen diferentes mecanismos de agregación descritos dependiendo de las 
condiciones experimentales. Así, el régimen de agregación controlada por difusión 
(DLCA, del inglés Diffusion-Limited Colloid Aggregation), se produce cuando la 
concentración de adsorbato es elevada, ya que la densidad de carga se reduce 
considerablemente resultando agregados con morfologías más globulares. 
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Una muestra coloidal agrega en el régimen de agregación controlada por reacción 
(RLCA, del inglés Reaction-Limited Colloid Agreggation) cuando la probabilidad de 
unión es mucho menor que la unidad. Por ello, cuando la concentración del adsorbato 
en baja la agregación de las NPs en el coloide está controlada por la adhesión entre las 
mismas y prevalece el mecanismo de agregación RLCA. En este caso la carga residual 
es todavía elevada dando lugar a agregados con morfologías más lineales [105].   
Los mecanismos de agregación de los coloides determinan la forma y el tamaño de 
los agregados resultantes. La caracterización de estos sistemas se puede realizar 
mediante espectroscopías ópticas (espectrofotometría UV-visible) y electrónicas 
(microscopía electrónica de transmisión y barrido, TEM y SEM respectivamente).Los 
espectros de extinción obtenidos utilizando el espectrofotómetro UV-visible, permiten 
conocer la posición de la resonancia de los plasmones de las NPs metálicas, que a su 
vez están estrechamente relacionados con el tamaño y morfología de las mismas. Los 
mecanismos de agregación de los coloides pueden también deducirse de los cambios 
observados en los espectros de extinción. Cuando se produce la agregación de las NPs 
metálicas, la banda de extinción debida a la presencia del plasmón de las NPs aisladas o 
plasmones transversales de agregados lineales (Banda L), decrece, a medida que surge 
una nueva banda a mayores longitudes de onda, asignada a los plasmones transversales 
(banda T) de las NPs metálicas agregadas. La posición de esta segunda banda está 
estrechamente relacionada con el mecanismo de agregación que prevalece en el sistema 
[105]. Desde el punto de vista de la espectroscopía SERS la banda T resulta ser mucho 
más activa ya que se considera relacionada con agregados en los que existe un número 
considerable de hot spots. 
 
2.6 ADSORCIÓN MOLECULAR SOBRE SUPERFICIES 
Como se ha mencionado anteriormente, la técnica SERS es de corto alcance, debido 
a las reglas de selección que describen dicho fenómeno, de 1-10 nm la distancia entre el 
adsorbato y la superficie metálica. Por lo tanto, para que el espectro Raman de una 
molécula experimente una intensificación mediante SERS es necesario que la misma se 
encuentre a una corta distancia de la superficie que se utilice como substrato [112]. Es 
por ello que el proceso de adsorción molecular es de gran importancia para que se dé el 
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fenómeno SERS. Asimismo, del análisis de los espectros SERS es posible inferir 
información acerca de la adsorción y el mecanismo de interacción adsorbato-metal. 
 
2.6.1 Modelos de adsorción 
La adsorción es el fenómeno de concentración (depósito) de una sustancia (adsorbato 
o soluto) sobre la superficie de un sólido o un líquido (adsorbente). Extrapolando las 
situaciones al caso que interesa en esta Tesis, asumimos como adsorbato o analito a la 
molécula en disolución acuosa que se estudiará y como adsorbente las NPs metálicas en 
suspensión acuosa (coloide). La adsorción se debe a la presencia de fuerzas 
intermoleculares sin balancear, de los átomos o moléculas que se encuentran en la 
superficie de un sólido (interfase), por lo cual atraen a las moléculas de otras sustancias 
con las que se ponen en contacto, equilibrando de esta manera las fuerzas atractivas y 
disminuyendo la energía superficial.  
 
Figura 2.6: Modelos de adsorción de moléculas en una superficie: (a) adsorción de una 
monocapa sobre la superficie (tipo Langmuir) y (b) adsorción en multicapas sobre la superficie 
(tipo B.E.T.). 
 
Existen varios modelos teóricos que describen la adsorción del analito sobre el 
adsorbente  como un equilibrio entre especies adsorbidas y desorbidas, siendo el más 
sencillo el que supone la formación de una monocapa de adsorbato sobre la superficie 
cuando la interacción entre las moléculas del mismo es despreciable, ver la fig. 2.6a 
[113]. Este modelo fue formulado por Irving Langmuir en el año 1916 y fue el 
descubrimiento que le permitió en el año 1932 obtener el Premio Nobel de Química. 
La adsorción de una molécula sobre una superficie tiene lugar en dos pasos: 
1. Difusión de la molécula desde el seno de la disolución hasta la interfase. 
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2. Adsorción en la superficie por interacción electrostática (fisisorción) o por 
formación de un enlace químico (quimisorción). 
La cinética de un proceso de adsorción estará controlada por el proceso más lento de 
entre éstos. A bajas concentraciones, generalmente el factor limitante será la velocidad 
de difusión de la molécula en la disolución. A elevadas concentraciones, la difusión 
hacia la interfase es más probable y entonces la adsorción está condicionada por la 
energía de interacción entre adsorbato y superficie.  
El proceso de adsorción puede considerarse como un equilibrio químico entre la 
especie adsorbida y la libre: 
     ܣ + ܵ ↔ (ܣܵ)    (2.10) 
Siendo A el adsorbato y S un sitio libre en la superficie y AS el adsorbato sobre la 
superficie. Este equilibrio está gobernado por la constante de adsorción (Kad) de tal 
forma que cuando la interacción entre la molécula y la superficie está 
termodinámicamente muy favorecida el equilibrio se desplaza hacia la derecha y un 
mayor número de moléculas son adsorbidas en la superficie, y viceversa. En el modelo 
de Langmuir, este proceso continúa hasta que la superficie está recubierta 
completamente por una monocapa de la molécula, que es cuando se alcanza una 
saturación (fig. 2.7I). Dicho modelo implica la ausencia de interacción entre moléculas 
adsorbidas, y no es aplicable en todos los casos. 
La isoterma de Langmuir fue el primer modelo importante que trató de interpretar el 
proceso de adsorción. La isoterma BET, cuyo nombre deriva de las iniciales de los 
apellidos de sus autores: Brunauer, Emmet y Teller, responde a un modelo semejante al 
de Langmuir extendido a una adsorción en multicapas (ver fig. 2.6b). Este modelo fue 
propuesto en 1938 por los autores mencionados con anterioridad y postula que las 
moléculas además de con la superficie, son capaces de interaccionar entre ellas dando 
lugar a la formación de sucesivas capas [114]. La isoterma de BET que es la que se 
aplica con más frecuencia se reduce a la isoterma de Langmuir cuando el límite de 
adsorción es una monocapa [115]. En este modelo, además se supone que una capa 
determinada no necesita completarse para que se inicien las capas siguientes, por tanto 
la condición de equilibrio implicará varios tipos de superficies en el sentido de capas 
moleculares en cada recinto superficial. 
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En general se tiene que la adsorción aumenta con la concentración de la molécula en 
el medio. Los modelos de adsorción propuestos hasta la fecha predicen también una 
variación con la temperatura del medio, por lo que las curvas que describen la variación 
de la concentración superficial (ϕ, en mol/cm2) con la concentración en disolución ([A], 
en mol/L) se refieren a una temperatura constante y, por ello, son denominadas 
isotermas.  
    ߠ = ߶ ߶଴ൗ = ௄ೌ೏[஺]ଵା௄ೌ೏[஺]     (2.11) 
La isoterma de Langmuir está bien definida y depende exclusivamente de una 
constante de interacción, la Kad. Su forma más sencilla permite la obtención de la 
fracción de recubrimiento (θ), de la superficie, que es la relación entre la concentración 
superficial y la concentración de saturación ϕ0 que viene dada por la ecuación 2.11: 
 
Figura 2.7: Tipos de isotermas de adsorción del adsorbato sobre una superficie. I-isoterma de 
Langmuir y II-isoterma de BET para diferentes tipos de interacción adsorbato-superficie 
diferente a Langmuir. [A]-concentración del adsorbato y θ-fracción de recubrimiento. 
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Por otra parte, el mecanismo de adsorción tipo BET contempla dos constantes de 
interacción: la constante de adsorción (Kad) y una segunda constante (K2) que es 
producto de la interacción de las moléculas de adsorbato entre sí, dando lugar a la 
formación de las multicapas. En función de las proporciones entre Kad y K2, pueden 
encontrarse cinco tipos de isotermas de adsorción diferentes, que se muestran en la fig. 
2.7. 
 Caso I: Isoterma de Langmuir (Kad) 
 Caso II: Isoterma BET, saturación de la monocapa y formación de posteriores 
capas (Kad>> K2) 
 Caso III: las capas posteriores empiezan a formarse antes de la formación de la 
monocapa (Kad<< K2) 
 Caso IV: Tipo II con saturación (no se generan infinitas capas). Muy poco 
probable 
 Caso V: Tipo III con saturación (Kad ≈ K2) 
La adsorción directa de una molécula sobre una superficie plasmónica sólo es posible 
cuando la molécula presenta algún tipo de afinidad por el metal, debido a la presencia 
en su estructura de grupos funcionales afines a los metales plasmónicos, favoreciendo 
su adsorción mediante una interacción electrostática o covalente. 
 
2.7 APLICACIÓN DE LA TÉCNICA SERS AL ESTUDIO DE BIOMOLÉCULAS   
Recientemente se le ha prestado especial atención a la técnica SERS desde un punto 
de vista analítico potencialmente adecuado para la detección de biomoléculas debido a 
las ventajas propias de la técnica sobre otras variantes alternativas [71, 116-118]. La 
interacción de biomoléculas, en especial péptidos y proteínas, con nanopartículas 
metálicas resulta un tema de gran interés en la biomedicina y la nanotecnología. Las 
nanopartículas metálicas se han utilizado como plataformas especiales para obtener 
nanomateriales híbridos con propiedades tanto orgánicas como inorgánicas [118, 119]. 
Estos materiales híbridos se han obtenido mediante la funcionalización de la superficie 
metálica con diferentes moléculas de origen biológico y farmacéutico [119-121]. A 
principios de los años 80´s varios grupos comenzaron a estudiar diferentes tipos de 
moléculas biológicas mediante la espectroscopía SERS, con el fin de obtener 
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información adicional acerca de su estructura y funcionalidad [122-124]. Estos primeros 
estudios estuvieron focalizados en biomoléculas como aminoácidos, proteínas de 
membrana y ácidos nucléicos [122, 125, 126]. Los objetivos que se planteaban en aquel 
entonces coinciden con los que hoy en día se buscan al estudiar un sistema complejo 
metal-biomolécula utilizando la técnica SERS [126]. Entre los más comunes se 
encuentran: 
- Definir los mecanismos moleculares de la interacción de la biomolécula con la 
superficie del metal bajo las condiciones típicas de un experimento SERS y observar si 
la proteína mantiene su conformación nativa en estas circunstancias. 
- Conocer la dependencia real de la sección eficaz de la intensificación Raman de 
la biomolécula y detectar los modos normales de vibración de los grupos funcionales 
que se encuentren en contacto con la superficie metálica.  
- Detectar bajas concentraciones de las biomoléculas a partir de los espectros 
SERS de las mismas, manteniendo una alta calidad en los espectros SERS. 
El desarrollo de nanopartículas biocompatibles con aplicaciones en el área de imagen 
molecular in vivo y tratamiento dirigido es un campo que está adquiriendo un notable 
interés en múltiples disciplinas como ciencia, ingeniería y biomedicina. Cuando se 
conjugan las NPs con ligandos biomoleculares dirigidos, como anticuerpos 
monoclonales, péptidos o pequeñas moléculas, estos sistemas se pueden utilizar para 
tratar tumores malignos con alta especificidad y afinidad [127-130].  
La hipertermia terapéutica se ha venido utilizando para el tratamiento del cáncer 
desde hace años. Esta técnica consiste en elevar la temperatura hasta > 42 oC para matar 
células malignas a través de la muerte celular ya sea por apoptosis o necrosis. 
Actualmente se han realizado varios estudios sobre el desarrollo de diferentes tipos de 
agentes de terapia fototérmica para el tratamiento de tumores por hipertermia. La 
principal características de estos agentes terapéuticos fototérmicos es que presentan 
plasmones intensificados que absorben en la región del IR-cercano (NIR), como pueden 
ser NPs de Au de diversas morfologías (nanoesferas, NPs de oro recubiertas con sílica, 
nanovarillas, nanocajas, nanocubos, nanopartículas huecas y nanopartículas 
ramificadas) [78, 131, 132]. En especial, las nanoestrellas presentan una morfología 
donde abundan las ramas o brazos puntiagudos con plasmones que se pueden ajustar 
fácilmente. Estos sistemas han despertado gran interés en el ámbito de la biomedicina. 
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Normalmente las NPs metálicas son difíciles de visualizar ópticamente. Sin embargo las 
nanoestrellas generan eficientes LSPR que ofrecen un gran contraste mediante la técnica 
de microscopía multifotónica [78]. Otra de las aplicaciones prometedoras que se han 
investigado en la última década, y que involucra a las nanoestrellas, es la bio-detección 
altamente sensible de diferentes sistemas moleculares [133, 134].   
En la presente Tesis se han estudiado dos moléculas marcadoras de agregados 
amiloideos o también conocidos como colorantes histológicos: Rojo Congo y tioflavina 
T. Asimismo, también se investigado la adsorción de tres péptidos que presentan la 
característica de formar fibrillas como el lanreótido y el pasireótido (también llamado 
SOM230). Además del fragmento de beta amiloide 25-35 (βAm25-35), que se caracteriza 
por formar agregados amiloideos. Estos estudios se han encaminado hacia el diseño de 
métodos de diagnóstico basados en dos tipos de estrategia distinta: a) diagnóstico 
indirecto, en el que se analiza un marcador histológico con una señal SERS más intensa; 
y b) diagnóstico directo, basado en el estudio directo del péptido. Esta última estrategia 
implica un profundo estudio en la optimización de los soportes plasmónicos por tratarse 
de biomoléculas con una menor actividad SERS. 
 
2.7.1 Colorantes histológicos marcadores de agregados amiloideos 
Los colorantes y tinturas son sustancias que normalmente se utilizan en biología y 
medicina para resaltar estructuras en tejidos biológicos que van a ser observados con la 
ayuda de diferentes tipos de microscopios. Por lo general, los colorantes son 
hidrosolubles y se caracterizan por unirse a determinadas moléculas presentes en los 
tejidos gracias a afinidades químicas [135, 136].  
El Rojo Congo (CR) y la tioflavina T (ThT), ver fig. 2.8 (a y b, respectivamente), son 
pigmentos histológicos que tienen una alta afinidad por el péptido de β-amiloide (βAm), 
es por ello que se utilizan con frecuencia para teñir agregados de βAm. El mecanismo 
de interacción de CR con fibrillas de amiloide no está bien definido aún. Sin embargo, 
se cree que la unión CR-agregado depende de la configuración secundaria de la fibrilla, 
que consiste predominantemente en hojas β-plisada cruzadas. La estructura de CR 
sugiere que la unión podría ocurrir a través de una combinación de interacciones 
hidrófobas de los centros e interacciones electrostáticas que implican los grupos 
terminales cargados bi-bencidina. Probablemente dos cargas negativas procedentes de 
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los grupos sulfato en el CR, y dos aminoácidos con residuos cargados positivamente en 
dos protofilamentos separados permiten esta interacción [137]. 
Además, se ha descubierto que este colorante tiene la capacidad de interferir en el 
proceso de agregación y plegamiento proteico, estabilizando el monómero nativo de la 
proteína o el intermediario parcialmente plegado, a través de la reducción de la 
concentración de oligómeros proteicos tóxicos. Particularmente, el Rojo Congo exhibe 
efectos positivos en modelos de desórdenes en enfermedades neurodegenerativas como, 
Alzheimer, Parkinson, prion y Huntington. Otra aplicación de este colorante es en el 
desarrollo de sondas de imagen [137, 138]. 
 
Figura 2.8: Estructura química de las moléculas de: a) Rojo Congo y b) tioflavina T con un 
ángulo de torsión (φ) entre las mitades benzotiazol y amino-benceno (“rotor molecular”). 
 
Por otra parte, la molécula de ThT se ha utilizado como marcador fluorescente 
altamente sensible en la detección de fibrillas de amiloide ampliamente utilizado en 
ensayos biomédicos in vitro, sin embargo no se conoce con exactitud el comportamiento 
fotofísico del complejo, ni la forma de unión con la fibrilla de amiloide [139-141]. Este 
colorante se puede utilizar para visualizar y cuantificar fibrillas de amiloide in vitro 
usando la espectroscopía de fluorescencia, también se utiliza para el diagnóstico de 
amiloidosis en secciones de tejidos mediante la microscopía de fluorescencia [140, 
142]. Al unirse la ThT con las fibrillas de amiloide aumenta la fluorescencia del 
complejo con respecto a la de la molécula libre en disolución y esta es la propiedad más 
estudiada de la ThT. Este aumento dramático de la fluorescencia de la ThT puede estar 
a) 
b) 
2. Antecedentes 
 
37 
relacionado con la inmovilización selectiva de un subconjunto de confórmeros de ThT 
[139]. Las predicciones de los cálculos mecano-cuánticos y los resultados 
experimentales sugieren que la molécula de ThT se comporta como un “rotor 
molecular”. La forma iónica de ThT en disolución presenta una libre rotación alrededor 
del enlace C-C de las mitades benzotiazol y amino-benceno señalizado con una flecha 
en la fig. 2.8b. En estas condiciones, la molécula de ThT prefiere una conformación no-
plana cuando se encuentra no-enlazada, con un ángulo de torsión (φ) de ~370 formado 
por los dos sistemas aromáticos que componen la estructura de la molécula, tal como 
predicen los cálculos mecano-cuánticos [142-144]. Bajo esta última conformación se 
produce una conjugación de los electrones π de los sistemas aromáticos, lo cual produce 
un quenching de la fluorescencia debido a la rotación de las dos partes de la molécula, 
lo que conduce a una rápida desexcitación y a una fuerte disminución de la emisión 
fluorescente. Sin embargo, cuando la molécula se encuentra en un entorno apolar o 
unida a una estructura como pueden ser las fibrillas de amiloide, el ángulo de torsión 
cambia alcanzando una conformación de 900 entre las dos partes aromáticas. Este 
cambio estructural produce una pérdida de la conjugación y un bloqueo del enlace C-C, 
lo cual implica un aumento en la fluorescencia de la ThT [139, 144]. 
La aplicación de la técnica SERS de los colorantes histológicos CR y ThT, no se ha 
estudiado hasta la fecha. El SERS podría permitir una detección mucho más sensible de 
estos colorantes gracias a la intensificación por LSPR, lo que abre interesantes 
perspectivas en cuanto a una posible fabricación y aplicación de sistema de detección de 
agregados amiloideos basados en el uso de estos colorantes como adsorbato SERS en un 
posible biodiagnóstico de tipo indirecto. 
 
2.7.2 Péptidos fibrogénicos 
El lanreótido (LAN) y el pasireótido o SOM230 son péptidos sintéticos análogos a la 
somatostatina (SST), utilizados en el tratamiento de la acromegalia y tumores 
neuroendocrinos debido a que su acción prolongada en el organismo [145-148]. Estos 
péptidos se caracterizan por su capacidad de formar fibrillas bajo determinadas 
condiciones fisiológicas [147, 149-151]. El lanreótido (Fig. 2.9a) es un péptido 
compuesto por ocho aminoácidos sintetizado como un inhibidor de la hormona de 
crecimiento. Este péptido es capaz de formar un hidrogel que se ha utilizado en el 
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tratamiento de la acromegalia en forma de implantes de larga duración por vía 
subcutánea [147, 152].  
a)   b)  
Figura 2.9: Estructura química de los péptidos estudiados: Lanreótido (a) y Pasireótido (b). 
 
El grupo liderado por Paternostre ha estudiado en profundidad la formación 
molecular y macromolecular del autoensamblaje de nanotubos que forma el péptido 
lanreótido mediante diferentes técnicas como la microscopía electrónica, la microscopía 
de luz polarizada, espectroscopía vibracional y dispersión de rayos X en ángulos bajo y 
altos (SAXS y WAXS, respectivamente) [147, 149]. Se ha demostrado que las 
concentraciones de péptido requeridas para este tipo de experimento son muy elevadas: 
del orden de mili-molar.  
El pasireótido o péptido SOM230 (fig. 2.9b) es un ligando milti-receptor análogo de 
la somatostatina con una alta afinidad de unión a receptores de la somatostatina subtipo 
SST1,2,3 y SST5. Sin embargo, el péptido SOM230, no ha sido estudiado desde un punto 
de vista físico-químico en la literatura. La mayoría de los trabajos publicados hasta el 
momento relacionados con el SOM230 se deben a estudios derivados de su acción 
terapéutica en el organismo como consecuencia del tratamiento de determinadas 
enfermedades como la acromegalia, la enfermedad de Cushing’s y algunos tumores 
carcinoides [153-156]. Es por ello que en la presente Tesis se ha realizado un estudio 
físico-químico del SOM230 mediante diferentes técnicas de caracterización como la 
microscopía electrónica de transmisión, la espectroscopía vibracional Raman y la 
técnica de SERS.  
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2.7.3 Péptidos formadores de agregados amiloideos  
El término amiloidosis se refiere a un grupo de enfermedades causada por el mal 
plegamiento de proteínas que se acumulan en diferentes tejidos y órganos, provocando 
que los mismos no funcionen correctamente. Estas proteínas forman agregados 
insolubles llamados fibras amiloideas, las cuales se caracterizan por presentar una 
morfología de fibrillas con estructuras ricas en la conformación de láminas-β [140]. 
Varios autores han demostrado que los fragmentos del péptido βAm 1-42 y 1-40 
presentan una alta hidrofobicidad. El carácter hidrófobo del βAm1-42 es ligeramente 
mayor que el βAm1-40 [157, 158], debido a sus dos aminoácidos adicionales (Ile y Ala), 
(fig. 2.10a). La estructura secundaria para cada fragmento de βAm varía en dependencia 
de las condiciones en las que se encuentre [159, 160]. Serpell resume en un trabajo 
publicado en el año 2000 una tabla con algunos de los principales fragmentos que 
conforman el péptido de βAm y sus estructuras/conformaciones mediante diferentes 
técnicas de análisis estructural [161]. 
a)  
b)    c)  d) 
 
Figura 2.10: (a) Secuencia de los aminoácidos en código de una letra del péptido β-Amilode. 
Estructura tridimensional obtenida de la RCSB Protein Data Bank para los tres fragmentos de β-
Amilode utilizados y visualizadas con GaussView 5.0: (b) βAm1-42 [162], (c) βAm1-40 [163] y 
(d) βAm25-35 [164]. 
 
El otro fragmento que se estudió en esta tesis fue el βAm25-35 (fig. 2.10 a y d) pues se 
ha podido constatar su clara implicación en la formación de agregados amiloideos, a 
pesar de su pequeño tamaño. Este péptido resulta ser el fragmento más corto que 
mantiene su actividad [165] en cuanto a neurotoxicidad [166, 167].  
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La actividad del péptido βAm25-35 hace que este péptido se haya encontrado en las 
placas seniles y en la degeneración de neuronas del hipocampo presente en pacientes 
con la enfermedad de Alzheimer y ausente en sujetos sanos utilizados como control 
[168]. Ello es así porque ciertas formas del βAm1-40 se pueden convertir a la forma 
βAm25-35 por la acción de proteasas cerebrales [168, 169]. Este hecho ha llevado a 
pensar que el dominio funcional (secuencia GSNKGAIIGLM, fig. 2.10d) de la proteína 
precursora de β-Amiloide, y que constituye la secuencia del péptido βAm25-35 contiene  
la secuencia requerida para inducir los cambios estructurales que generan los efectos 
neurotróficos en tejidos neuronales normales, así como los efectos neurotóxicos en 
pacientes con la enfermedad de Alzheimer [170, 171]. Es por ello que en trabajos 
anteriores se ha utilizado este péptido (βAm25-35) como modelo del de tamaño completo 
(βAm1-42) en estudios estructurales y funcionales [172].  
Las concentraciones de los péptidos descritos anteriormente que se requieren para 
que los procesos de fibrilación tengan lugar son muy elevadas (del orden de 10-3 mol/L). 
Sin embargo, el gran poder de detección de las NPs plasmónicas en el SERS permite la 
detección de muy bajas concentraciones del adsorbato [173, 174]. Este hecho podría ser 
empleado en el estudio de posibles procesos de fibrilación sobre las nanopartículas a 
concentraciones bajas. Además, los procesos de adsorción molecular sobre NPs 
provocan un efecto concentrador de los péptidos adsorbidos sobre ellas. Por lo tanto, el 
uso de NPs plasmónicas podrían simular los procesos reales que tienen lugar en 
sistemas biológicos reales existentes en los tejidos vivos, en donde los péptidos fibrilan 
a bajas concentraciones por aumento local de la concentración basado en el depósito o 
adsorción de estos péptidos sobre determinadas superficies. 
Es por ello que en esta Tesis se pretende estudiar la influencia de las NPs en la 
formación de agregados de los péptidos anteriormente mencionados, así como las 
prestaciones de la técnica SERS en la caracterización y determinación del mecanismo 
de interacción péptido-NP metálica. 
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3. OBJETIVOS 
3.1 OBJETIVO GENERAL 
Esta Tesis tiene como objetivo general la fabricación de materiales anisotrópicos con 
naturaleza plasmónica y forma de estrella para ser utilizados como substratos SERS, así 
como su caracterización físico-química y la aplicación de nanopartículas plasmónicas 
(en general) en la caracterización estructural y la adosorción de sistemas biológicos 
(concretamente los colorantes histológicos marcadores de agregados amiloideos Rojo 
Congo y tioflavina T, y una serie de diferentes péptidos fibrógenos) en procesos de 
fibrilación, adsorción y biofuncionalización de nanopartículas con vistas a aplicaciones 
de tipo teranóstico, reparto de fármacos o biodiagnosis. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Fabricación de nanopartículas de plata con forma de estrella (NSAg) mediante 
métodos que implican la utilización de procesos de crecimiento en dos pasos empleando 
hidroxilamina neutra y citrato. 
2. Optimización de los diferentes factores experimentales que influyen en la 
fabricación de las NSAg, tales como concentración de Ag+, concentración de los 
reductores y el lapso de tiempo entre las reducciones consecutivas.  
3. Fabricación de nanoestrellas huecas bimetálicas, con una corteza compuesta por 
una aleación de Ag y Au, mediante el método de reemplazamiento galvánico y 
utilizando como semilla las NS fabricadas en el objetivo anterior. 
4. Caracterización de los sistemas obtenidos en los objetivos 1 y 3 mediante 
diferentes técnicas físico-químicas: resonancia de plasmón en espectros de extinción, 
microscopía electrónica, microscopía de campo oscuro y espectroscopía SERS.  
5. Análisis de la efectividad SERS de las nanoestrellas obtenidas en los objetivos 1 
y 3 usando los colorantes histológicos marcadores de agregados amiloideos Rojo Congo 
y la tioflavina T. Investigación de la adsorción de estos colorantes mediante la 
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obtención de las correspondientes isotermas de adsorción y deducción de los parámetros 
de la adsorción (constante de adsorción y límite de detección). 
6. Estudio estructural de los péptidos fibrogénicos lanreótido, pasireótido y tres 
fragmentos diferentes del péptido de β-Amiloide (βAm25-35, βAm1-42 y βAm1-40) 
mediante Raman normal y SERS. Investigación de su adsorción sobre nanopartículas 
plasmónicas variando las condiciones experimentales. Deducción del mecanismo de 
interacción entre el péptido fibrogénico y la superficie de la NP metálica a partir de las 
isotermas de adsorción y sus parámetros (constante de adsorción y límite de detección).  
7. Correlación entre los resultados encontrados en el estudio de la adsorción de 
péptidos fibrogénicos y procesos de fibrilación a bajas concentraciones sobre 
nanopartículas plasmónicas e implicaciones en la posible biofuncionalización de las 
nanopartículas mediante péptidos. 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 
4.1 MATERIALES 
El nitrato de plata (≥ 99.0 %), citrato trisódico (> 98 %), nitrato potásico (99%), 
hidróxido sódico (99,998%) y el clorhidrato de hidroxilamina (99%) se adquirieron de 
Sigma-Aldrich. La solución de hidroxilamina (50 % de peso en H2O) se adquirió de 
Aldrich. El clorhidrato áurico trihidratado (99,5%) se adquirió de Merck.  
La tioflavina T (4-(3,6-dimethyl-1,3-benzothiazol-3-ium-2-yl)-N,N-dimethylaniline 
chloride) se adquirió de Sigma. La lucigenina (N,N´-Dimethyl-9,9´-biacridinium 
dinitrate), el Rojo Congo (Disodium3,3'-[[1,1'-biphenyl]-4,4'-diylbis(azo)]bis(4-
aminonaphthalene-1-sulphonate)) y el tiofenol se adquirieron de Fluka. Se prepararon 
disoluciones acuosas de estas sustancias con una concentración final de 0.01 M, menos 
para el caso del tiofenol, que se preparó una disolución etanólica de 0.01 M. Posteriores 
diluciones acuosas se realizaron según necesidad. Las disoluciones acuosas se 
prepararon empleando agua MilliQ obtenida con un sistema de purificación de agua 
Integral 3 de Millipore. El etanol empleado era de grado analítico y se adquirió de 
Merck. 
Los diferentes fragmentos del péptido de β-Amiloide (1-42; 1-40 y 25-35) con 
valores de pureza entre 90 - 97 %, se adquirieron de Sigma. Los péptidos Lanreotide en 
forma de sal acetilada y Pasireótido fueron adquiridos de IPSEN donde se liofilizaron y 
purificaron antes de ser utilizados en los experimentos. 
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4.2 INSTRUMENTACIÓN 
Los espectros SERS se registraron empleando un espectrofotómetro Raman 
Renishaw InVia (fig. 4.1a) equipado como fuentes de excitación dos líneas láser a 785 y 
532 nm. La línea a 785 nm fue proporcionada por un láser de diodo modelo HPNIR785, 
mientras que la línea a 532 nm se obtuvo a partir de un láser de Nd-YAG, que emite a 
1064 nm,  cuya longitud de onda se transformó a 532 nm mediante un doblador de 
frecuencia, modelo RL532C100. El equipo está  dotado de una cámara CCD con 
refrigeración eléctrica. La resolución espectral fue de 2 cm-1 en todos los experimentos. 
a)    b)  
Figura 4.1: Espectrofotómetro Raman Renishaw InVia (a). Equipo CytoViva (Auburn, AL), 
compuesto por un microscopio Olympus de campo oscuro intensificado (EDFM) que tiene 
acoplado por vía de un dispositivo de fibra óptica para obtener imágenes hiperespectrales en el 
rango VNIR (400-1000 nm) (b). 
 
Los espectros Raman de los compuestos puros y en disolución fueron registrados en 
un espectrómetro FT-Raman Bruker, modelo RFS 100/S equipado con un láser Nd-Yag 
de 1064 nm con un detector de Ge refrigerado con nitrógeno líquido.  
Los espectros de extinción de los coloides para medida de la resonancia de 
plasmones se registraron en un espectrofotómetro UV-visible-NIR de doble haz 
Shimadzu 3600, equipado con una lámpara de deuterio y una de wolframio como 
fuentes de excitación y con tres detectores: un PMT para la región UV-visible y 
detectores InGaAs y PbS para la región del infrarrojo cercano (NIR). 
Las imágenes de campo oscuro y los espectros de dispersión se registraron mediante 
un equipo CytoViva (Auburn, AL) (fig. 4.1b) compuesto por un microscopio Olympus 
(EDFM). Las medidas con este instrumento se realizaron en un laboratorio del Istituto 
per la Sintesi Organica e la Fotoreattivitá (ISOF) del Consiglio Nazionale delle 
a) b) 
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Ricerche (CNR), Bolonia, Italia. El sistema consiste en un condensador de campo 
oscuro CytoViva 150 en lugar de un condensador de microscopio clásico, unido por una 
guía de fibra óptica a una fuente de excitación de walframio Solarc 24 (Welch Allyn, 
Skaneateles Falls, NY). Se utilizó un objetivo 100x de inmersión en aceite, provisto con 
un iris (Olympus UPlanAPO). 
Las imágenes de microscopía electrónica de transmisión y barrido fueron obtenidas 
con tres microscopios electrónicos diferentes. Para las micrografías TEM se utilizaron 
los equipos JEOL JEM-1011 con un voltaje de aceleración de 100 kV y equipado con 
una cámara CCD con refrigeración electrónica y un FE-SEM Hitachi, modelo S-8000, 
con filamento de emisión de campo y un voltaje de aceleración de 30 kV, este equipo es 
un microscopio electrónico de barrido de alta resolución que permite trabajar en modo 
transmisión.  
Las micrografías SEM realizadas a las muestras NSAg305 y NSAgAu3 se 
obtuvieron con un Hitachi SU-6600, con filamento de emisión de campo y un voltaje de 
aceleración de 30 kV, equipado con detectores de electrones secundarios y 
retrodispersados, además de un detector de EBSD HKL Nondlys R+ (Electron 
Backscatter Diffraction Analysis) y un sistema de microanálisis por dispersión de 
energía de rayos X, Oxford Instruments X-Max 20 mm2, donde se obtuvieron los 
espectros EDX y la caracterización elemental de las nanoestrellas.   
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4.3 MÉTODOS 
4.3.1 Fabricación de nanoestrellas de plata con propiedades plasmónicas  
Recientemente se ha fabricado una gran variedad de nanopartículas metálicas 
anisotrópicas de diversas formas y tamaños con buenas propiedades SERS [175-177]. 
En este sentido, la obtención de nanoestructuras metálicas con forma de estrella 
representa una estrategia muy útil para inducir la intensificación del campo EM sin 
recurrir a la agregación del coloide. Hasta el momento sólo han sido publicados  en la 
literatura trabajos referidos a la fabricación de  nanoestrellas de oro. Estas 
nanopartículas se sintetizan mayoritariamente por métodos que utilizan surfactantes u 
otros compuestos que se adsorben en la superficie de la NP [60, 178]. Esto provoca una 
seria limitación para aplicaciones espectroscópicas SERS de los sistemas en cuestión, 
ya que los surfactantes empleados pueden enmascarar las bandas del analito estudiado.  
 
Tabla 4.1: Condiciones experimentales para las distintas nanoestrellas de plata donde: T1 - 
tiempo transcurrido entre ambas reducciones; [Ag+]- concentración de la disolución de AgNO3; 
[Hx]- concentración de la disolución de hidroxilamina 50 % v/v; V(CT)- volumen de citrato 
trisódico (CT) 1 % p/v añadido; [Hx]/[Ag+]- relación molar entre las disoluciones de Hx y 
AgNO3.  
NSAg 105 130 160 205 230 260 305 330 
T1 (min.) 05 30 60 05 30 60 05 30 
[Ag+]x10-3 (mol/L) 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 
[Hx]x10-2 (mol/L) 3,01 3,01 3,01 3,01 3,01 3,01 6,02 6,02 
[Hx]/[Ag+] 27 27 27 27 27 27 55 55 
V(CT) (μL) 100 100 100 10 10 10 100 100 
NSAg 360 405 430 460 505 530 560 605 
T1 (min.) 60 05 30 60 05 30 60 05 
[Ag+]x10-3 (mol/L) 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 1,11 
[Hx]x10-2 (mol/L) 6,02 6,02 6,02 6,02 13,01 13,01 13,01 13,01 
[Hx]/[Ag+] 55 55 55 55 120 120 120 120 
V(CT) (μL) 100 10 10 10 100 100 100 10 
NSAg 630 660 705 730 760 805 830 860 
T1 (min.) 30 60 05 30 60 05 30 60 
[Ag+]x10-3 (mol/L) 1,11 1,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11 
[Hx]x10-2 (mol/L) 13,01 13,01 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 
[Hx]/[Ag+] 120 120 550 550 550 550 550 550 
V(CT) (μL) 10 10 100 100 100 10 10 10 
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La fabricación de nanopartículas metálicas con forma de estrella se realizó  mediante 
un nuevo procedimiento de preparación basado en la reducción en dos pasos utilizando 
dos reductores químicos: i) disolución acuosa de hidroxilamina al 50 % v/v y ii) citrato 
trisódico (1 % v/v). Estos reactivos funcionan complementariamente en la reducción, 
crecimiento y estabilización de las nanopartículas en medio acuoso dando lugar a la 
formación de nanopartículas con forma de estrella. 
 
4.3.2 Fabricación de nanoestrellas bimetálicas huecas con propiedades 
plasmónicas  
Las nanoestrellas huecas (NSH) han demostrado en los últimos tiempos unas 
propiedades plasmónicas y catalíticas sobresalientes con aplicaciones prometedoras 
también en el mundo de la medicina [97, 98, 179]. Estas NSH se han obtenido hasta la 
fecha mediante el método de reemplazamiento galvánico utilizando NPs de Ag como 
moldes [102]. La tabla 4.2 muestra las condiciones experimentales empleadas en esta 
Tesis para la obtención de NSH con diferentes propiedades plasmónicas.  
 
Tabla 4.2: Condiciones experimentales para las distintas nanoestrellas huecas bimetálicas 
obtenidas donde: [Ag+]- concentración de la disolución de AgNO3; [Au3+]- concentración de la 
disolución de HAuCl4·3H2O; [Hx]- concentración de la disolución de hidroxilamina 50 % v/v; 
CT- concentración de citrato trisódico añadido; [Ag+]:[Au3+]- relación molar entre las 
disoluciones de AgNO3 y HAuCl4·3H2O.  
 [Reagent] 
(mM) NSAgAu1 NSAgAu2 NSAgAu3 NSAgAu4 AuNP AuCT AuCT50 
[Ag+] 0.07 0.37 0.73 0.73 0 0 0 
[Au3+] 0.27 0.27 0.27 11.68 0.40 0.20 0.20 
[Hx] 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 0 0 
CT 0.26 0.26 0.26 0.03 0.26 0.77 0.16 
[Ag+]:[Au3+] 0.3:1 1.4:1 3:1 1:16 - - - 
pH 5.0 5.0 4.7 4.4 4.4 5.5 5.5 
 
En esta tesis se han obtenido nanoestrellas huecas a través del método de 
reemplazamiento galvánico [180-182]. Para ello se ha empleando la reducción química 
utilizando una mezcla de disoluciones de las sales correspondientes a la Ag+ y el Au3+, 
antes de llevar a cabo el reemplazamiento galvánico. Estas nanopartículas están 
formadas por una corteza de ambos metales en la superficie integrada por una aleación 
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de ambos metales (Au y Ag). La fig. 4.2 muestra el esquema propuesto para la 
fabricación de las NSH 
Al poner en contacto la disolución de Au3+ con las nanoestrellas de plata, tiene lugar 
un reemplazamiento entre los átomos de Ag y Au, debido a las diferencias en los 
potenciales de reducción que presentan ambos metales [102, 180, 183]. El oro Au3+ que 
se encuentra en disolución formando parte de la sal de oro añadida (HAuCl4·3H2O), se 
reduce a Au0 y se deposita creando una cubierta de oro sobre la superficie de la 
nanopartícula de plata, mientras que la plata que se encuentra en la NP experimenta una 
oxidación a Ag+ y difunde hacia la disolución.  
En la disolución los iones Ag+ reaccionan con iones citrato que activados por el calor 
aplicado durante la segunda fase del proceso vuelve a reconvertir la plata Ag+ a Ag0, ver 
fig. 4.2f. Los átomos de Ag se depositan posteriormente en la superficie formando así 
una corteza sobre las NS de Ag originales integrada por una aleación bimetálica Ag/Au, 
ver fig. 4.2g. 
 
Figura 4.2: (a-c) Esquema propuesto para la formación de las NSH partiendo de las NSAg 
utilizadas como semilla de crecimiento, deducido a partir de las imágenes TEM realizadas para 
su caracterización. (d-g) Esquema propuesto para el reemplazamiento galvánico y formación de 
la aleación Ag/Au que ocurre en la superficie de las nanoestrellas. 
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La técnica SERS permite determinar la composición química de la corteza de las 
nanoestrellas huecas utilizando una molécula de prueba, en este caso la lucigenina que 
presenta diferentes mecanismos de adsorción sobre la superficie metálica de las 
nanopartículas en dependencia del metal con que interactúe y servirá para comprobar si 
ambos metales están presentes en la corteza. 
 
4.3.3 Preparación de muestras y registro de medidas 
Las muestras para espectroscopía de absorción UV-visible se diluyeron hasta un 30 
% utilizando agua MilliQ, con el fin de evitar la saturación del detector. La preparación 
de muestras para SERS se realizó añadiendo a 1 mL de coloide una alícuota (entre 1y 10 
µL) de la molécula de interés. A pesar de que las disoluciones de los péptidos 
analizados agregan el coloide por sí solos, se decidió añadir una alícuota (20 µL) de 
disolución salina de KNO3 (0.5 M) a un mL de coloide para obtener una mayor 
homogeneidad y reproducibilidad en las medidas. La agregación del coloide se realizó 
con el objetivo adicional de detectar concentraciones más bajas del péptido debido a que 
la agregación externa con una disolución acuosa de KNO3 permite obtener NPs un 
mayor número de Hot Spots que intensifican el campo electro magnético entre NPs 
[74]. En todos los casos los espectros SERS se registraron a una resolución espectral de 
2 cm-1 con un tiempo de adquisición de 10 s en cada espectro SERS y consistente en 
una acumulación, menos para el caso de los péptidos donde los espectros registrados 
consistieron en dos acumulaciones cada uno-  
En el proceso de fabricación de las NSAg y las NSAuAg obtenidas en esta Tesis se 
añade citrato como agente reductor y estabilizante de los coloides.  El CT que queda en 
exceso se deposita en la superficie de las NPs impidiendo en muchos casos que 
moléculas como los péptidos los cuales presentan baja sección eficaz SERS se puedan 
adsorber sobre la superficie metálica y se pueda obtener una buena relación señal/ruido 
SERS. Este efecto puede estar relacionado principalmente con el tipo de interface de las 
NPs en disolución que adquieren un elevado valor de carga negativa aportado 
principalmente por las moléculas de citrato que evitan el acercamiento de los péptidos 
por la repulsión electrostática [173, 184]. Por tal motivo se decidió utilizar NPs 
esféricas de Au para realizar las medidas SERS pues en la bibliografía se han 
encontrado métodos de obtención de nanoesferas de Au con cantidades de citrato 
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variable. El coloide de AuCT50 utilizado en las medidas SERS de los péptidos se 
preparó siguiendo el método reportado por Frens [185] con una cantidad menor de CT 
para disminuir la carga superficial de las NPs y potenciar el acercamiento de la 
molécula a la superficie metálica.  
Las condiciones óptimas de medidas para los péptidos analizados mediante la técnica 
SERS se obtuvieron teniendo en cuenta un estudio previo realizado en nuestro grupo de 
investigación sobre el péptido de SST-14. Donde se investigó la influencia del CT en la 
interfase de las NPs de Au. Este efecto se observó también en otro trabajo de nuestro 
grupo acerca de la estabilidad del puente disulfuro formado por el aminoácido Cys en 
presencia de NPs de Ag [186]. Antes de realizar los estudios de los péptidos LAN, 
SOM230 y βAm mediante SERS se realizaron una serie de medidas y experimentos 
para encontrar las mejores condiciones óptimas con la máxima relación señal/ruido en 
los espectros SERS. La longitud de onda de excitación utilizada en los coloides AgHxCl 
fue de 532 nm y para el coloide de AuCT50 fue de 785 nm, utilizando como agente 
agregante externo una disolución acuosa de KNO3 a 0.5 M en ambos casos.  
Para llevar a cabo los experimentos SERS en modo “micro” del péptido βAm1-40 se 
emplearon las nanoestrellas NSAg205. Estas NPs se consideraron idóneas para realizar 
este estudio ya que  en su procedimiento de fabricación se emplea una menor cantidad 
de CT (ver tabla 4.1). 5 L de suspensión de este coloide fueron depositados 
previamente sobre la superficie de un porta-objetos de vidrio por evaporación del 
disolvente (H2O) a temperatura ambiente se lavaron con H2O varias veces para eliminar 
así el CT en exceso presente por el proceso de fabricación de las NPs. A continuación 
una alícuota de la disolución del péptido a concentración 0,22 M fue añadida sobre la 
película de NPs y se registraron espectros diferentes en puntos tomados al azar.  
Los espectros obtenidos mediante SERS, Raman y espectrofotometría UV-visible 
fueron analizados y procesados con el programa OriginPro 7.5G SR6 
(http://www.originlab.com) [187].  
Las muestras observadas por microscopía electrónica TEM y SEM se prepararon 
depositando una alícuota (~5 µL) del coloide previamente diluido al 10 % en H2O 
MilliQ sobre una rejilla de cobre recubierta con una capa fina (30-50 nm) de carbono 
puro. Posteriormente se evaporó el H2O exponiendo la muestra bajo una lámpara. No 
fue necesaria una metalización extra para las muestras medidas en SEM porque las NPs 
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son conductoras. Las imágenes TEM se analizaron con el programa de computación 
ImageJ 1.46r, versión libre (http://imagej.nih.gov) [188]. El número de NPs analizadas 
en el procesamiento estadístico fue de ~ 80 NPs para cada uno de los casos. 
La preparación de las muestras para la microscopía de campo oscuro se realizó 
siguiendo el protocolo de preparación de muestras biológicas descrito por Verebes y 
colaboradores  para las medidas con el instrumento CytoViva [189]. El procesamiento 
de los datos obtenidos mediante la técnica EDFM se realizó siguiendo las siguientes 
pautas. Los espectros dentro de cada pixel del área escaneada fueron medidos con un 
espectrofotómetro CytoViva con una cámara CCD integrada. Los datos espectrales 
obtenidos fueron analizados con el programa de computación de análisis hiperespectral 
ENVI 4.4 y el ITT Visual Information Solutions (http://www.exelisvis.com), 
obteniéndose así las imágenes hiperespectrales EDFM. El procesamiento de este tipo de 
imagen implicó una serie de pasos para la construcción de las librerías espectrales, tal 
como se describe a continuación.  
Las librerías espectrales creadas agrupan una serie de espectros característicos 
denominados endmembers que van a ser utilizados a la hora de procesar las imágenes 
hiperespectrales EDFM obtenidas. Los espectros endmemers fueron obtenidos mediante 
la selección de un área de interés de la muestra escaneada. Esta selección permitió 
escoger un número representativo de píxeles correspondiente a la que mejor se ajustaba 
a la morfología de las nanopartículas. Cuando los espectros característicos se 
identificaron, se procedió a guardarlos en la librería espectral para utilizarlos en un paso 
posterior en el procesamiento de las imágenes hiperespectrales y así crear un mapa 
espectral para distintas muestras. Finalmente se creó un Mapa de Ángulo Espectral 
(SAM, por sus siglas en inglés, Spectral Angle Mapper) que permitió analizar la 
similitud entre los diferentes pixeles de las imágenes y los espectros endmembers. La 
creación de los SAMs implicó la implementación de un cálculo teniendo en cuenta el 
ángulo formado entre la imagen y el espectro endmember, haciendo un tratamiento de 
vectores en un espacio n-D, donde n representa el número de bandas del espectro. El 
mejor ajuste se obtuvo cuando el ángulo entre el endmember y la muestra espectral es el 
de menor valor posible. Las librerías se asignaron a las imágenes de interés por falso-
coloreado del pixel y si se encontraban dentro del valor de 0.1 radianes para uno de los 
espectros de la librería. 
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4.3.4 Análisis por Componentes Principales 
El método de análisis multivariante se ha utilizado en múltiples ocasiones para 
simplificar el tratamiento y la interpretación de numerosos datos. Entre ellos, el análisis 
de componentes (PCA) es ampliamente aplicado para simplificar la interpretación de 
resultados en sistemas complejos [190-192]. El análisis  está basado en la 
representación de un espacio de dimensión “n” (donde n es el número de variables que 
existen en un sistema) reducido a un pequeño número de componentes principales (PC), 
siendo cada componente principal  una combinación lineal de las variables iniciales que 
contribuyen mayormente a diferenciar unas muestras de otras. El análisis y 
procesamiento estadístico de los datos obtenidos se realizó con el programa de 
computación The Unscrambler X 10.3 (http://www.camo.com) [193]. 
 
4.3.5 Isotermas de adsorción 
La adsorción de una molécula sobre la superficie de las NPs plasmónicas se puede 
estudiar mediante la técnica SERS, usando las intensidades de los espectros para 
obtener verdaderas isotermas de adsorción. Ello es así por dos motivos: i) las únicas 
moléculas que dan señal SERS son aquéllas directamente adsorbidas sobre la superficie, 
debido al efecto de corto alcance de la intensificación LSPR, y ii) la concentración de 
moléculas adsorbidas respecto a la concentración total existente en el medio es muy 
baja, por lo que, a concentraciones suficientemente altas, podemos aproximar la 
cantidad de moléculas no adsorbidas en equilibrio con la superficie con las moléculas 
totales existentes en el medio. Esta última aproximación es aún más cierta si se tiene en 
cuenta que el número de moléculas que da lugar a señal SERS es en realidad el reducido 
número de moléculas que se encuentran en los puntos de máxima intensificación SERS, 
es decir, los hot spots situados en determinados puntos sobre la superficie de las 
nanoestrellas. 
Como ya se ha visto en la sección 2.6.1 en los casos donde la cinética de adsorción 
sigue un modelo tipo Langmuir, implica que las moléculas se adsorben sobre la 
superficie mediante la formación de una monocapa de adsorbato sobre la misma hasta 
que se alcanza su saturación. Este modelo implica a su vez que existe una interacción 
intermolecular despreciable. En este caso la ecuación que rige el recubrimiento de una 
superficie (θ) al aumentar la concentración de un adsorbato A en el medio es: 
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Donde Kad es la constante de adsorción de Langmuir en la superficie, ϕ es el número 
de moléculas adsorbidas a la concentración [A] y ϕ0 es el número máximo de moléculas 
que pueden adsorberse dada la superficie total disponible. Debido a que la intensidad 
SERS depende exclusivamente del número de moléculas adsorbidas sobre la superficie 
plasmónica, es decir, Is = a·ϕ la fracción de recubrimiento puede relacionarse con la 
intensidad SERS mediante Is/Ism, donde Is es la intensidad del espectro SERS del 
adsorbato incluido a una concentración [A] e Ism es la intensidad SERS en condiciones 
de saturación de la superficie, es decir, cuando la concentración de adsorbato es [A]m. 
Asimismo, teniendo en cuenta la aproximación anterior, podemos considerar que la 
concentración del adsorbato en el equilibrio ([A]) es prácticamente igual a la 
concentración total de adsorbato en el medio ([A]  CT). Por lo tanto, puede construirse 
una isoterma de adsorción empleando una ecuación tipo Langmuir para ajustar la 
intensidad SERS frente a la concentración del compuesto en la muestra analizada, tal 
que: 
 ][1
][
AK
AIKI
ad
smad
s 

     (4.2) 
Las isotermas de adsorción pueden entonces ser construidas mediante la 
representación de Is frente a [A]. A partir de las isotermas de adsorción, la detección de 
la molécula puede entonces ser realizada por debajo de [A]m, y por encima de la 
concentración mínima que constituye el límite de detección (LOD). Es conveniente 
encontrar entre estas concentraciones la denominada región de linealidad (RL), es decir, 
el intervalo de concentraciones en el que la relación entre la intensidad SERS y la 
concentración sigue una relación lineal. Esta zona de lineal constituirá la recta de 
calibrado para llevar a cabo la detección del compuesto. 
En la construcción de isotermas de adsorción a partir de los espectros SERS se ha 
empleado la siguiente metodología: a) obtención de espectros SERS en condiciones 
óptimas (empleando el sustrato SERS, el pH y la longitud de onda de excitación que da 
lugar a máximas intensidades SERS); b) selección de bandas marcadoras que se 
relacionen con la cantidad de analito en la muestra (generalmente se eligió una banda 
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intensa que esté poco afectada por posible efectos de reorientación que pudiera sufrir la 
molécula al variar su concentración); c) selección de una banda de referencia para la 
obtención de las intensidades relativas de las bandas marcadoras. 
Estas isotermas se obtuvieron a partir de las intensidades de los espectros SERS 
obtenidas a diferentes concentraciones. Los resultados relacionados con este tema se 
verán más adelante en el capítulo 5 en el que se estudian los colorantes histológicos ThT 
y CR y los péptidos LAN y SOM230 en presencia de NPs metálicas de diferentes 
propiedades físico-químicas.   
 
4.3.5.1 Límite de detección 
Una vez estudiada la adsorción de los analitos sobre las nanopartículas metálicas 
empleadas en el estudio SERS, siguiente paso consistente en la cuantificación mediante 
el cálculo del límite de detección para la técnica SERS. Para ello se procedió a la 
realización de las curvas de calibrado, donde es necesario encontrar la región de 
linealidad (RL) para la relación IS/[A], comprendida entre el límite de detección (LOD) 
y el límite de linealidad (LL). Esta región está situada normalmente dentro de una zona 
de concentraciones relativamente bajas, entre ppt y ppm (pg/mL y µg/mL, 
respectivamente), valor éste que depende de cada analito [32, 194]. A partir de los 
valores IS/[A] se puede determinar el límite de detección, es decir la cantidad más 
pequeña de analito que puede ser detectada de manera fiable en unas condiciones 
determinadas [194-196]. El límite de linealidad está relacionado con el valor de la 
superficie total de adsorción disponible (STA) en los sistemas de nanopartículas 
empleados. Normalmente la RL se encuentra poco afectada por la agregación de las 
NPs, ya que la región entre ppt y ppm es suficientemente baja para que no ocurra una 
agregación significativa debida a la adsorción del compuesto. En estas condiciones es 
donde se tiene que el valor de IS se corresponde de manera proporcional con la cantidad 
de moléculas adsorbidas sobre la superficie. 
En el caso de analitos como el CR adsorbido sobre las NPs plasmónicas siguiendo un 
modelo de adsorción tipo Langmuir, se tiene la región de linealidad cuando la 
concentración es muy baja. Para estas condiciones se tiene que Kad[A] << 1, por lo que 
la función de Langmuir aplicable a los datos SERS la ecuación 5.2 puede simplificarse 
en la siguiente expresión: 
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    ܫௌ = ܭ௔ௗ ∙ ܫ௦௠[ܣ]    (4.3) 
La pendiente de la recta representa la sensibilidad de la técnica SERS para una 
determinada sustancia, que depende directamente de la afinidad de la molécula por la 
superficie (Kad) y de la superficie total de adsorción disponible (que influye en el valor 
de Ism). El límite de detección puede ser deducido a partir de los espectros SERS y 
puede expresarse mediante la ecuación: 
    ܫ௅ை஽ = ܫ଴ + 3ߪ଴(5.4)     (4.4) 
Donde ILOD es la intensidad de la señal en el límite de detección, I0 es la intensidad 
del blanco (coloide en las condiciones de medida y en ausencia del analito) y σ0 es la 
desviación estándar del blanco [196, 197].  
La concentración límite detectable (LOD) en cada uno de los casos estudiados en 
esta Tesis se calculó sustituyendo el valor de ILOD obtenido mediante la ecuación 4.4 en 
la recta de calibrado (4.3) para cada sistema.  
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5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.1 CARACTERIZACIÓN DE LAS NANOPARTÍCULAS FABRICADAS EN 
ESTE TRABAJO  
Las NPs fabricadas en esta tesis fueron caracterizadas mediante diferentes técnicas 
para comprobar sus propiedades físico-químicas y a su vez su eficacia como posibles 
substratos SERS. La morfología de estos sistemas se inspeccionó a través de las 
microscopías electrónicas de transmisión (TEM) y barrido (SEM). También se analizó 
la resonancia de plasmón de las nanopartículas en suspensión mediante la 
espectrofotometría UV-visible. Asimismo, la microscopía de campo oscuro (DFM) se 
empleó para el análisis de NPs individuales inmovilizadas sobre soportes. Esta última 
técnica ha proporcionado una información adicional de gran valor, ya que a pesar de la 
complejidad de las NPs en cuestión, ha permitido registrar los espectros de extinción 
de las nanoestrellas individuales. 
Finalmente, se ha utilizado la espectroscopía SERS para determinar la composición 
química de la corteza de las nanoestrellas huecas utilizando una molécula de prueba, 
en este caso la lucigenina, que presenta diferentes mecanismos de adsorción sobre la 
superficie metálica de las nanopartículas en dependencia del metal con que interactúe. 
 
5.1.1 Caracterización de coloides metálicos de nanopartículas esféricas 
Las nanopartículas con forma de estrella fabricadas en esta Tesis se compararon 
con las NPs esféricas obtenidas mediante los métodos empleados hasta la fecha, con el 
fin de evaluar la mejora como sustratos SERS de las nanoestrellas. Las NPs esféricas 
se obtuvieron y caracterizaron, y sus propiedades plasmónicas, así como su eficacia 
como substratos SERS, fueron comparados con los nuevos sistemas obtenidos en este 
trabajo. 
Los métodos empleados para fabricar dichas NPs esféricas fueron los siguientes:  
1) Reducción química con citrato trisódico (CT) de las respectivas sales (AgNO3 
y HAuCl4·3H2O) en disolución, empleando los métodos descritos por Lee-Meisel y 
Frens [198]. 
2) Reducción química mediante clorhidrato de hidroxilamina (HxCl) empleando 
el método propuesto por Leopold y Lendl [199]. 
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Estos métodos permiten la preparación de nanopartículas de Ag y de Au con formas 
aproximadamente esféricas. Las propiedades ópticas de estas NPs esféricas varían en 
función del tamaño y el medio que rodea a las NPs. Tal y como muestra la fig. 5.1-B, a 
través de las micrografías TEM, el tamaño de las NPs de oro obtenidas por reducción 
química con CT tienen como promedio 16 nm de diámetro, mientras que las NPs de 
plata obtenidas por ambos métodos (reducción química con CT o HxCl) presentan 50 
nm de diámetro medio. 
 
 
Figura 5.1: A) Espectros de extinción de coloides de NPs esféricas: AuCT (a), AgHxCl (b) y 
AgCT (c). B) Imágenes TEM de los coloides AuCT (a), AgHxCl (b) y AgCT (c). 
 
La fig. 5.1A muestra los espectros de extinción para cada una de las suspensiones 
coloidales que contienen NPs esféricas. Teniendo en cuenta que las NPs son 
mayoritariamente esféricas, en los espectros se puede observar un máximo de 
extinción correspondiente al LSP. Según describe la Teoría de Mie [200], para NPs 
esféricas el máximo de extinción queda descrito por un único máximo de resonancia 
correspondiente a la oscilación dipolar de electrones en las NPs. La posición de dicho 
máximo es función del tamaño de las NPs, mientras más pequeñas son, la resonancia 
está desplazada hacia el azul, para un metal dado. Por otro lado, la anchura a mitad de 
la altura proporciona una medida relativa de la dispersión de tamaños, que para el caso 
del coloide de oro es menor que para los coloides de plata. La posición relativa del 
máximo de extinción varía en función de diferentes factores: i-) del tamaño de las 
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NPs, a medida que aumenta el diámetro de las NPs ocurre un desplazamiento hacia el 
rojo del plasmón, además ii-) de las propiedades dieléctricas del medio que las rodea y 
del metal con el que se fabriquen las NPs, debido a las componentes real e imaginaria 
de la constante dieléctrica del metal que varía de un elemento a otro [11]. 
  
5.1.2 Caracterización de coloides metálicos de nanopartículas con forma de 
estrella  
A. Nanoestrellas de plata 
Los espectros de extinción de las nanopartículas obtenidas a las distintas 
condiciones experimentales mencionadas en la tabla 4.1 de la sección 4.3.1, se 
muestran en la fig. 5.2. Los espectros de extinción de los coloidales de (NSAg) indican 
una distribución muy variada y compleja de NPs en suspensión. Aunque es de destacar 
la presencia de un máximo de extinción a 384 nm, que en muchos casos está seguido 
de un hombro que aparece a 425 nm, los cuales se asocian al LSPR del volumen 
(bulk). 
 
Figura 5.2: Espectros de extinción de las nanopartículas NSAg bajo diferentes condiciones de 
reacción: NSAg1 (rojo); NSAg2 (verde); NSAg3 (azul); NSAg4 (celeste); NSAg5 (rosa); 
NSAg6 (morado); NSAg7 (mostaza) y NSAg8 (naranja) preparadas empleado diferentes 
tiempos (T1) entre la primera reducción con Hx y la segunda con CT: A) 5 minutos; B) 30 
minutos y C) 60 minutos. Todos los espectros de extinción fueron tomados a las 24h de 
fabricados los coloides. Todos los espectros están normalizados al máximo de extinción 
presente para cada espectro. 
 
En el caso de las NPs obtenidas siguiendo las condiciones siete y ocho de la tabla 
4.1 para los tres tiempos T1 estudiados (5, 30 y 60 minutos), se puede distinguir un 
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segundo máximo de extinción de mucha menor intensidad a mayores longitudes de 
onda: 675, 685 y 702 nm en A, B y C de la fig. 5.2, respectivamente. Este amplio 
fondo en el espectro de extinción puede asociarse a la absorción y emisión de la 
dispersión producida por las diferencias de tamaños y formas que presentan las NSAg. 
Estas diferencias están determinadas por la variabilidad que presentan las 
nanopartículas en el número de puntas y tipos de formas diferentes de estrellas 
encontradas. La unión de todos estos factores hace que el espectro LSPR de las NSAg 
sea muy variado y complejo, abarcando un amplio rango de longitudes de onda en la 
región visible e infrarrojo cercano del espectro [201]. 
 
Figura 5.3: Imágenes TEM de las diferentes muestras de nanopartículas a T1=5 minutos: a) 
NSAg105; b) NSAg205; c) NSAg305; d) NSAg405; e) NSAg505; f) NSAg605; g) NSAg705 
y h) NSAg805.  
 
Mediante las imágenes obtenidas por microscopía electrónica se pudo observar la 
forma, tamaño y distribución de las nanoestrellas de plata obtenidas bajo las 
condiciones descritas en la sección 4.3.1. En las fig. 5.3, 5.4 y 5.5 se pueden ver las 
imágenes TEM obtenidas para los tres tiempos T1 estudiados (5, 30 y 60 minutos 
respectivamente). 
Las variables morfológicas que se estudiaron para la caracterización de las NSAg 
fueron: a (longitud del brazo), b (anchura de la punta) y d (diámetro total de la NP 
determinado por la distancia de una punta a la punta opuesta), tal como se muestra en 
la fig. 5.6A. La tabla 5.1 muestra las variables morfológicas medidas para cada uno de 
los coloides fabricados bajo las diferentes condiciones experimentales descritas en la 
tabla 4.1 a partir de las imágenes TEM obtenidas de cada muestra. 
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Figura 5.4: Imágenes TEM de las diferentes muestras de nanopartículas a T1=30 minutos: a) 
NSAg130; b) NSAg230; c) NSAg330; d) NSAg430; e) NSAg530; f) NSAg630; g) NSAg730 
y h) NSAg830.  
 
Un análisis más exhaustivo de las NS fabricadas se realizó mediante el método de 
PCA (Análisis de Componentes Principales) que se detallará más adelante. Las 
variables morfológicas mencionadas en el párrafo anterior se utilizaron para clasificar 
y asociar a las NSAg en diferentes grupos. El análisis estadístico se realizó sobre un 
número de NPs de 50 en cada muestra, calculándose así la media y la desviación 
estándar para cada una de la variables morfológicas (a, b y d) analizadas, ver fig. 5.6. 
 
Figura 5.5: Imágenes TEM de las diferentes muestras de nanopartículas a T1=60 minutos: a) 
NSAg160; b) NSAg260; c) NSAg360; d) NSAg460; e) NSAg560; f) NSAg660; g) NSAg760 
y h) NSAg860.  
 
A partir de las imágenes TEM obtenidas para cada una de las diferentes muestras de 
NS, se propuso un posible mecanismo de formación y crecimiento de las nanoestrellas 
(ver fig. 5.6B).  
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Figura 5.6: A) Esquema de una nanoestrella señalizando las variables evaluadas para la 
caracterización morfológica: a-longitud del brazo, d-diámetro de la NP y b-anchura de la 
punta. B) Esquema del mecanismo de formación y crecimiento de las nanopartículas NSAg 
propuesto en esta tesis, deducido a partir de las imágenes TEM obtenidas a partir del proceso 
de formación. Las NPs I-III muestran un aspecto facetado resultante de la acción reductora de 
Hx. Las NPs IV y V fueron registradas a las 24h y 48h de reducción con citrato, 
respectivamente. 
 
Según se pudo comprobar el tiempo transcurrido entre ambas reducciones (T1) es 
un factor muy importante que determina en gran medida las características 
morfológicas de las NS. Para los casos en que T1= 60 min. (ver micrografías TEM de 
la fig. 5.5), se puede ver que muchas de las NPs muestran una morfología altamente 
facetada y no presentan una forma de estrella, sino que son NPs con algunas 
ramificaciones de corta longitud, como muestran las imágenes I-III de la fig. 5.6-B. 
Este comportamiento está asociado con el hecho de que la primera reducción con 
hidroxilamina neutra, induce el crecimiento de NPs facetadas (cubos truncados, 
cuboctaedros, octaedros), por tratarse de un reductor con un relativo bajo poder de 
reducción, lo que permite la formación de nanopartículas con estructura más cristalina 
y un crecimiento selectivo de las caras (1,0,0) en relación con las caras (1,1,1) [202, 
203]. Esto da como resultado, paradójicamente, a la formación de cristales con formas 
en donde predominan las caras (1,1,1). La reducción con Hx neutra también propicia 
en algunas ocasiones la formación de nanoestrellas pero a una velocidad muy lenta y 
en menor medida. Aunque no se ha determinado de manera precisa bajo qué 
condiciones se producen estas nanoestrellas en un solo paso, es posible que esto ocurra 
cuando el tiempo de reducción con hidroxilamina se dilata en el tiempo. Mientras que, 
si se añade el CT en un segundo paso, se acelera el crecimiento de las NS a partir de 
las caras (1,0,0) de las NPs facetadas, lo que da lugar al crecimiento de brazos o 
ramificaciones con diferentes formas: prolongaciones simples o con forma de hearing 
bone o dog bone, llegando así a la configuración final de nanopartículas ramificadas 
en función de las variables de la fabricación [204]. 
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Otra función que realiza el CT en el medio, aparte de ayudar al crecimiento de las 
NS, es la de brindarle estabilidad a las NPs para evitar su precipitación. A modo de 
conclusión preliminar se puede inferir que el método de reducción química es una 
forma nueva, fácil y rápida de obtener nanoestrellas metálicas de plata con una 
heterogénea distribución de tamaños y formas. Se demuestra mediante este estudio que 
a través de la modificación de las condiciones experimentales se pueden inducir 
diferentes variables morfológicas, lo que permite controlar la morfología final de las 
nanopartículas. Esta característica hace que el método ideado en esta Tesis sea una 
prometedora propuesta en la fabricación de nanopartículas con diferentes formas y 
tamaños. Asimismo, este método da lugar a la formación de nanopartículas con 
notables aplicaciones en SERS debido a la ausencia de agentes surfactantes sobre la 
superficie. Por otra parte, este método es compatible con las prácticas recomendadas 
en la química verde, pues en la fabricación de las NS descritas aquí se usan reactivos 
con bajo impacto medioambiental y pocas interferencias en los espectros Raman 
resultantes. 
 
Tabla 5.1: Valores promedios de las variables morfológicas empleadas para la caracterización 
de las nanoestrellas: d- diámetro de punta a punta opuesta de la NP, a-largo del brazo, b-ancho 
de la punta y σ-desviación estándar para n = 50. 
NSAg 105 130 160 205 230 260 305 330 
d±σ 171±68 369±93 55±14 307±77 164±25 86±25 417±134 415±195 
a±σ 59±22 184±45 - 129±50 87±21 - 187±75 254±89 
b±σ 32±7 45±11 - 34±8 31±7 - 34±7 53±15 
NSAg 360 405 430 460 505 530 560 605 
d±σ 94±15 296±84 275±38 59±17 203±60 327±102 77±25 267±85 
a±σ - 103±36 138±16 - 77±28 142±49 - 74±34 
b±σ - 41±9 50±9 - 26±6 37±8 - 35±6 
NSAg 630 660 705 730 760 805 830 860 
d±σ 188±51 122±38 519±64 219±47 233±28 229±65 368±71 188±31 
a±σ 83±34 - 270±43 111±27 109±10 107±27 218±27 94±26 
b±σ 27±4 - 58±13 27±5 33±5 27±7 52±12 29±5 
 
En la fig. 5.7 se muestran las imágenes de microscopía de campo oscuro (DFM) (A) 
junto con los espectros de dispersión (scattering) registrados para diferentes 
nanopartículas (B) y las correspondientes imágenes TEM (E). La columna C de la fig. 
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5.7 muestra el mapa construido a partir de los espectros de difusión individuales 
señalados en la columna B, tomando como referencia la imagen DFM obtenida por 
microscopía de campo oscuro (columna A). Finalmente, la columna D muestra la 
distribución en porcentajes por colores que corresponden a los espectros de difusión 
obtenidas a partir de la imagen de la columna A. 
 
Figura 5.7: Imágenes obtenidas mediante microscopía de campo oscuro (35μm x 35μm) de 
las muestras NSAg105; NSAg705; NSAg305; NSAg360 y AgHxCl (A). Espectros de 
dispersión más frecuentes en las muestras medidas a partir de las imágenes obtenidas por 
DFM (B). Mapa de las imágenes obtenidas por DF utilizando los espectros de emisión más 
frecuentes del área analizada (C). Distribución de las NP metálicas analizando la distribución 
de color obtenida por los espectros de emisión más frecuentes (D). Imágenes TEM (E) de las 
muestras NSAg305; NSAg705; NSAg105; NSAg360 y AgHxCl. 
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Para la muestra NSAg305 en la fig. 5.7, la columna B muestra los espectros con 
máximos de emisión a 475 (azul), 550 (verde), 640 (naranja, con un hombro a 510 
nm), 650 (rojo), y 670 nm (rosa, con dos hombros a 497 y 595 nm). El espectro de 
dispersión azul se puede asignar a la emisión que producen las NPs esféricas, mientras 
que los espectros observados a mayores longitudes de onda pueden atribuirse a las NS 
o a partículas agregadas. Los máximos observados en los espectros de extinción a 
diferentes valores de longitudes de onda pueden asociarse a la existencia de NS 
diferentes números de brazos [59]. 
Por otra parte, la columna B para la muestra AgHxCl (ver fig. 5.7), muestra los 
espectros de difusión de NPs individuales con máximos a 460 (azul), 545 (verde), 597 
(naranja), 620 (amarillo, con un hombro a 550 nm) y 650 nm (rojo, con una 
contribución a 510 nm). El espectro azul puede ser igualmente asignado a la 
contribución que ofrecen las NPs esféricas, mientras que los espectros observados a 
mayores longitudes de onda pueden estar asociados a la contribución dada por la 
formación de agregados (dímeros, trímeros y agregados superiores), como muestra la 
imagen TEM de la columna E para la muestra AgHxCl en la fig. 5.7. Estos agregados 
se formarían como consecuencia del proceso de secado de la muestra. Particularmente 
para esta última muestra, se observa que la contribución de la dispersión del color azul 
aumenta con respecto el resto de colores (imagen AgHxCl-columna D). Este 
comportamiento puede estar relacionado con el hecho de que en esta muestra hay una 
mayor cantidad de NPs esféricas y agregados de menor tamaño, por lo que el aporte a 
la dispersión azul es superior que en el resto de muestras. Sin embargo,  en el resto de 
muestras donde la presencia de NPs con forma de estrellas es mucho mayor (ver 
imágenes TEM de la columna E), la distribución de espectros de extinción está 
desplazada hacia el rojo 600-700 nm, principalmente.  
La técnica de EDX permitió detectar la presencia de átomos de Ag en las 
nanoestrellas de Ag. El pico que aparece a 3.1 keV se corresponde con la línea Ag-L, 
que en este caso es la línea más intensa en la plata [95, 205]. Las líneas de C, O, Cu y 
Zn que se observan en el espectro de la fig. 5.8a pertenecen al soporte (rejilla de 
microscopía electrónica para TEM) en el que se depositaron las nanoestrellas. 
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Figura 5.8: Espectro EDX (Spectrum 1) de la muestra NSAg305 (a) e imagen de la zona de la 
muestra donde se efectuó la medida EDX (b).  
 
Para que el espectro EDX medido tuviese una buena relación señal/ruido se escogió 
un sitio de medida donde la cantidad de muestra fuera suficiente y esto se logra para 
una zona de agregados como se muestra en la fig. 5.8b. 
 
B. Nanoestrellas huecas bimetálicas Au/Ag 
Los espectros de extinción obtenidos a partir de las suspensiones coloidales de NPs 
huecas bimetálicas (NSAgAu) se pueden ver en la fig. 5.9 (panel de la izquierda), 
mientras que las correspondientes imágenes obtenidas por microscopía electrónica 
(TEM) se muestran a la derecha de la fig. 5.9. 
Los espectros de extinción de las NSAgAu presentan una resonancia de plasmón 
dependiendo de la relación Ag+/Au3+ que se haya utilizado en la preparación de los 
coloides. La fig. 5.9 (e-h), muestra un máximo de extinción a 710 nm de longitud de 
onda (fig. 5.9a) para una relación molar Ag+/Au3+ igual a 1:1, mientras que cuando la 
relación Ag+/Au3+ es mayor (5:1), ver fig. 5.9c, el plasmón se desplaza a menores 
longitudes de onda (590 nm). Este desplazamiento se puede asociar al aumento en la 
concentración de plata en la superficie de la NP, ya sobre la superficie de las NPs se 
encuentran los dos metales presentes, formando una aleación, tal como muestran los 
dos últimos pasos de la fig. 4.2, de la sección 4.3.2. 
El espectro (d) de la fig. 5.9 corresponde a NPs control preparadas sin utilizar las 
semillas de NSAg empleados para las NPs anteriores (ver tabla 4.2). En este caso la 
resonancia del plasmón aparece a una longitud de onda de 540 nm, cercana a lña 
observada para NPs esféricas de oro (fig. 5.1a). El desplazamiento observado hacia 
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mayores longitudes de onda (desde 520 hasta 540 nm) del coloide AuNP (fig. 5.9d) 
puede estar relacionado con el distinto tamaño de las nanopartículas (~30 nm) y la 
forma (más facetadas), comparadas con las NPs obtenidas en el coloide AuCT, (ver 
fig. 5.1a). 
 
 
Figura 5.9: Espectros de extinción de coloides de nanoestrellas huecas: NSAgAu1 (a); 
NSAgAu2 (b); NSAgAu3 (c) y AuNP (d). Micrografías TEM de NSAgAu1 (e); NSAgAu2 (f); 
NSAgAu3 (g) y AuNP (h). La barra de escala corresponde a 100 nm. 
 
Las imágenes TEM correspondientes a los coloides NSAgAu1, NSAgAu2 y 
NSAgAu3 (fig. 5.9 (e-h)) muestran NPs en forma de estrella mayoritariamente con 
una polidispersión de formas, donde las más frecuentes son estrellas de ocho puntas, 
presentando seis en el plano y dos perpendiculares a éste. 
 
Tabla 5.2: Valores promedios de las variables morfológicas para las nanoestrellas huecas 
bimetálicas: d- diámetro de punta a punta opuesta de la NP, a-largo del brazo, b-ancho de la 
punta; c-grosor de la corteza de la NP y σ-desviación estándar para n = 30. 
NSH NSAgAu1 NSAgAu2 NSAgAu3 AuNP 
d±σ 37±12 122±13 295±14 24±7 
a±σ 14±3 52±8 145±14 - 
b±σ 7±2 14±3 41±4 - 
c±σ - 3±0.7 9±2 - 
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La tabla 5.2 muestra los valores de las variables morfológicas para las 
nanopartículas huecas bimetálicas. En el caso de la muestra NSAuAg1 (fig. 5.9e) las 
NPs son más pequeñas que las NPs mostradas en las imágenes (g) y (f) de la fig. 5.9. 
Asimismo la longitud de las puntas (parámetro a) varía de una muestra a otra, 
aumentando a medida  que se incrementa la relación Ag+/Au3+. Por otra parte, el 
grosor de la corteza de las NS huecas (parámetro c) en las muestras NSAgAu2 y 
NSAgAu3 se puede determinar claramente observando las imágenes TEM, mientras 
que para el caso de la muestra NSAgAu1, el espesor no se puede distinguir fácilmente. 
Este efecto se atribuye a que la cantidad de plata utilizada para obtener las semillas de 
partida en el primer paso de síntesis es diez veces menor en NSAgAu1 que la utilizada 
para la muestra NSAgAu3. Por lo tanto en este tipo de muestra se forma la NP 
facetada inicial sobre la que posteriormente crecen los brazos de las NPs de Au. Es por 
ello que en las imágenes TEM correspondientes a la muestra NSAgAu1 (fig. 5.9e) 
aparecen NPs con un núcleo denso y oscuro sin mostrar la formación de una oquedad 
en su interior. Sin embargo, las NPs de NSAgAu2 y NSAgAu3 se observa la 
existencia de NPs huecas donde es posible distinguir un claro cambio de densidad y 
contraste en las imágenes de microscopía electrónica que indican la formación de una 
corteza metálica. 
Para obtener mayor información sobre la resonancia del plasmón en NPs 
individuales de las nanoestrellas huecas bimetálicas se realizaron medidas de 
microscopía de campo oscuro en varias muestras, siguiendo en esencia las mismas 
pautas desarrolladas en el estudio de las NSAg en la sección anterior.  
En la fig. 5.10 se pueden apreciar las imágenes obtenidas por DFM (columna A) 
para tres muestras diferentes: NSAgAu1, NSAgAu3 y AuNP. Los mapas obtenidos a 
partir de los espectros individuales de difusión (columna B) aparecen en la columna D 
de la figura, mientras que en la columna E se muestran los porcentajes de distribución 
de colores del área mostrada en el mapa de la columna C. También se muestran 
imágenes TEM en la columna E asociada a cada una de las muestras analizadas. 
Para el caso de la muestra NSAgAu1 los espectros de difusión o scattering 
encontrados con mayor frecuencia son los que presentan un máximo a 595 (rosa), 620 
(amarillo con un hombro a 530 nm), 635 (naranja) y 641 nm (rojo). Los diferentes 
espectros de difusión que describen a las NPs individuales de la muestra NSAgAu1 
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pueden indicar la presencia de muestras con tamaños y formas variadas como se puede 
observar en la micrografía TEM (columna E para la muestra NSAgAu1). 
 
Figura 5.10: Imágenes obtenidas mediante microscopía de campo oscuro (35μm x 35μm) de 
las muestras NSAgAu1, NSAgAu3 y AuNP (A). Espectros de difusión o scattering más 
frecuentes en las muestras medidas a partir de las imágenes obtenidas por DF (B). Mapa de las 
imágenes obtenidas por DF utilizando los espectros de difusión más frecuentes del área 
analizada (C). Distribución de las NP metálicas analizando la distribución de color obtenida 
por los espectros de difusión más frecuentes (D). Imágenes TEM (E) de las muestras 
NSAgAu1, NSAgAu3 y AuNP. 
 
Por otra parte, la muestra NSAgAu3 muestra máximos principalmente a 545 
(verde), 620 (amarillo, con un hombro a 530nm), 641 (rojo) y 690 nm (morado) en la 
fig. 5.10. El espectro de extinción correspondiente a NPs individuales con un máximo 
a 620 nm y una contribución del 60%, puede ser atribuido mayoritariamente a la 
morfología de NS representada en la imagen TEM de la muestra NSAgAu3 (fig. 5.9g). 
 
5.1.3 Clasificación de las nanoestrellas de plata teniendo en cuenta su 
morfología mediante el estudio por PCA 
Este método se ha aplicado en el análisis de muestras de elevada complejidad 
morfológica. Las nanoestrellas de Ag fabricadas mediante diferentes condiciones 
experimentales generó una gran cantidad de NPs diferentes entre sí y el método PCA 
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facilitó la interpretación y clasificación de las muestras obtenidas en diferentes grupos. 
En la sección 5.1.2 se obtuvieron una serie de datos relacionados con las variables 
morfológicas derivadas del análisis de las imágenes obtenidas por microscopía 
electrónica de transmisión de los diferentes coloides de nanoestrellas de plata. El 
número de datos generados se clasificó por análisis multivariante (PCA) para facilitar 
la interpretación de los resultados. 
Los gráficos tipo Bi-plot permiten una representación en forma de dispersión en dos 
dimensiones para dos componentes principales (PC), donde se encuentran 
conjuntamente tanto los Scores como los Loadings en el mismo gráfico. Este tipo de 
función se encuentra al realizar un estudio por PCA y permite interpretar propiedades 
de la muestra y relaciones variables simultáneamente. 
 
Figura 5.11: Gráfico Bi-plot de los Scores y Loadings de los dos primeros componentes 
principales mediante PCA de las nanoestrellas de plata fabricadas teniendo en cuenta las 
variables morfológicas analizadas. La barra de escala corresponde a 100 nm. 
 
5. Resultados y Discusión 
 
77 
La fig. 5.11 muestra el gráfico Bi-plot de los Scores y Loadings de los resultados 
obtenidos teniendo en cuenta las variables morfológicas de las muestras de NSAg 
fabricadas usando las condiciones experimentales descritas en la sección 4.1 de la 
presente Tesis. 
El análisis PCA entre los componentes 1 y 2 constituyen el 100 % de varianza total, 
lo que significa que el sistema depende de sólo dos componentes principales. No 
obstante como se puede observar en el gráfico Bi-plot de la fig. 5.11, el PC-1 
representa el mayor porcentaje de varianza con un 98 % del total. Para Loadings 
positivos y con un valor moderado-bajo de PC-1 se ha encontrado la variable d 
(diámetro de la NP), que al mismo tiempo presenta valores moderados negativos para 
PC-2. Por otra parte, la variable a se encuentra para Loadings positivos y alto valor de 
PC-2, que corresponde a la longitud del brazo de la NP, mientras que la variable d 
(ancho de la punta del brazo de la NP) presenta valores de Loadings moderado-bajo 
para PC-2. 
Teniendo en cuenta la distribución obtenida por la dispersión Bi-plot, se agruparon 
los Scores de las diferentes muestras formando clústeres. De esta manera se 
diferenciaron varios grupos de NPs con características morfológicas similares, entre 
los que se pueden destacar el clúster enmarcado por una elipse roja, donde se agrupan 
las NPs donde el tiempo T1 en la síntesis de las nanoestrellas ha sido de 60 minutos, 
obteniéndose así NPs pequeñas facetadas, donde los brazos de las NS son muy cortos 
e incluso inexistentes. Otro grupo de Scores con características morfológicas similares 
lo forman el clúster enmarcado por la línea de color rosa que agrupa a NPs con un 
núcleo bien definido sobre el cual crecen brazos de las NPs con un tamaño mediano y 
una punta no muy delgada. La forma de este tipo de NPs se asemeja más a la forma de 
una flor como la margarita. Los Scores de los dos grupos de NPs (líneas de colores 
azul y turquesa) que se encuentran dispuestos hacia altos valores positivos de PC-1 
corresponden a las NPs que presentan los mayores tamaños, con prolongaciones muy 
ramificadas y en ocasiones con morfología de espinapez. Mientras que en la posición 
contraria, a valores negativos de PC-1, se dispone el clúster enmarcado en rojo 
compuesto por las NPs más pequeñas, que a su vez son las menos ramificadas debido 
a que son NPs obtenidas con un mayor T1 y/o una mayor concentración de Hx, por lo 
tanto queda una menor cantidad de átomos de plata para que la segunda reducción 
química, a cargo de citrato, dé lugar a la ramificación esperada.  
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5.1.4 Factor de intensificación SERS de las nanoestrellas  
A. Nanoestrellas de plata 
Con el propósito de evaluar la eficacia SERS de los coloides descritos en el capítulo 
anterior, se realizó un estudio del factor de intensificación para cada una de las 
muestras obtenidas. La intensificación de la señal Raman se estudió empleando dos 
moléculas de prueba, el tiofenol (TP) y la tioflavina T (ThT), ver fig. 5.12. Para el 
caso de las NSAg se empleó el TP como molécula de prueba, mientras que para las 
NSAgAu se utilizó la molécula de ThT.  
 
Figura 5.12: Fórmula química de las moléculas de prueba: a) tiofenol y b) tioflavina T 
 
El TP presenta una alta afinidad hacia la superficie metálica de las NPs de Ag, 
formando enlaces covalentes con las mismas, a través de la formación de un enlace 
Ag-S con la subsiguiente ruptura del enlace S-H inicial [206]. Por lo que además de 
presentar una intensificación mediante LSPR se produce una intensificación por 
mecanismo químico, al haber una interacción covalente con formación de un complejo 
con el metal. También posee la característica de ser una molécula no resonante, es 
decir, no absorbe en la región del espectro visible. De esta manera la intensificación no 
se ve afectada por procesos de resonancia Raman. Mientras que para el caso de las 
NSH se utilizó como molécula de prueba la ThT. Pues la molécula de TP cambia su 
mecanismo de adsorción en dependencia del metal al que se adsorbe (Ag o Au) 
mientras que la ThT no. Este efecto se ha estudiado previamente en nuestro grupo de 
investigación donde el TP se ha utilizado como molécula de prueba en NPs 
core@shell Au@Ag, analizando los cambios en su espectro vibracional producto de 
los cambios de conformación inducidos por los diferentes metales [207]. El máximo 
de absorción de ThT es de 411 nm y los espectros SERS se obtuvieron a dos 
longitudes de onda de excitación diferentes 532 nm y 785nm. Estas dos líneas de 
excitación se emplearon con el objetivo de conocer la eficacia de las nuevas NSH en la 
intensificación SERS [143]. 
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El cálculo del factor de intensificación (FI) se realizó por comparación de la 
intensidad Raman del compuesto en disolución y en presencia de NPs, bajo las mismas 
condiciones de medida, a través de la fórmula: 
    ܨூ = ூೄಶೃೄ஼ೄಶೃೄ × ஼೏೔ೞூ೏೔ೞ      (5.1) 
Donde I es la intensidad de una determinada banda en los espectros Raman y 
SERS, y C es la concentración de la molécula de prueba en disolución o en presencia 
de NPs (SERS).  
Los espectros SERS del TP obtenidos a partir de las nanoestrellas de plata se 
muestran en la fig. 5.13. En líneas discontinuas se ha marcado la banda a 999 cm-1 
correspondiente a la vibración 12 del anillo aromático de TP, según la notación de 
Wilson para las vibraciones normales del benceno [208, 209], pues fue la más 
intensificada en los espectros SERS sobre Ag. La tabla 5.3 presenta los valores del 
factor de intensificación para cada una de las muestras de NSAg fabricadas calculados 
usando la banda a 999 cm-1. 
 
Tabla 5.3: Valores del factor de intensificación (FI) calculado para cada una de las diferentes 
NSAg fabricadas utilizando el TP como molécula de prueba. 
NSAg FI (×105) NSAg FI (×105) NSAg FI (×105) NSAg FI (×105) 
105 21.52 305 16.31 505 51.51 705 8.04 
130 2.15 330 360.01 530 9.04 730 7.36 
160 1.94 360 17.62 560 4.37 760 24.07 
205 12.57 405 17.70 605 21.56 805 6.28 
230 6.62 430 18.64 630 30.51 830 24.81 
260 1.82 460 0.20 660 25.14 860 6.36 
 
Si la intensidad del espectro medido no es suficientemente fuerte, es posible 
distinguir varias bandas que ganan protagonismo con respecto a las bandas 
características de TP y que son características del citrato utilizado en la fabricación de 
las NPs. Estas bandas características del citrato aparecen sobre los 928 y 1390 cm-1 
correspondientes a las vibraciones ν(C-COO-) y νs(COO-), respectivamente [210]. 
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Figura 5.13: Espectros SERS del TP (1µM) empleando las nanoestrellas fabricadas como 
substrato a los diferentes T1: 5 minutos (a), 30 minutos (b) y 60 minutos (c). *Banda que 
pertenece al etanol utilizado como disolvente del TP. Excitación a 532 nm. 
 
Los espectros SERS de TP registrados en los coloides preparados usando un tiempo 
entre reducciones (T1) de 5 min (fig. 5.13a), arrojaron valores de factor de 
intensificación que manifiestan una moderada variación entre sí en un intervalo 
comprendido entre 6.28×105 y 51.51×105. Sin embargo, en el caso de los coloides 
donde T1 fue 30 min (fig. 5.13b), el FI experimenta una mayor variación oscilando en 
un intervalo que abarca hasta dos órdenes de magnitud entre sí. En esta serie de 
experimentos se obtuvo el mayor FI (3.6×107) de todos los experimentos realizados, 
correspondiendo a la muestra 330. Finalmente, los menores valores de FI, fueron 
observados para los coloides donde el valor de T1 fue de 60 minutos (fig. 5.13c). En 
esta serie la muestra 460 presentó un valor de FI igual a 2.0×104, dos órdenes de 
magnitud por debajo de la media de todos los valores obtenidos.  
Los coloides de AgNS han demostrado poseer una alta actividad SERS comparada 
con el coloide AgCT (nanoesferas de Ag), que presenta un FI de 3×105. Es importante 
recordar que las medidas realizadas para obtener el valor de FI se efectuaron sin agente 
de agregación externa, tanto para los coloides de nanoestrellas como para el de 
nanoesferas de plata. La mayor intensificación registrada para nanoestrellas demuestra 
que estas nanopartículas presentan una mayor actividad SERS con respecto a las 
nanoesferas. 
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Relacionando los valores de FI obtenidos con la morfología de las NPs fabricadas 
se puede llegar a conclusión de que el tiempo entre reducciones (T1) influye de manera 
importante en las propiedades plasmónicas de las nanoestrellas. A medida que el 
tiempo transcurrido entre la primera reducción con Hx y la segunda con CT aumenta, 
el crecimiento de las NPs se ve drásticamente reducido, lo que da lugar a una menor 
actividad SERS del coloide. Por otro lado, entre los tiempos T1 = 5 y 30 minutos, no se 
observaron diferencias significativas, sin embargo, en la serie correspondiente a T1 = 5 
min. los valores de FI presentan una menor flutuación. Por tal motivo se decidió 
utilizar las condiciones experimentales en las que T1 = 5 min. para posteriores 
experimentos. 
 
B. Nanoestrellas huecas bimetálicas 
Los valores de FI calculados para las nanoestrellas huecas (NSAgAu) utilizando 
ThT como molécula de prueba y dos longitudes de onda de excitación diferentes (532 
y 785 nm), demuestra la versatilidad que presentan estas NPs como substratos SERS, 
ya que son activos en una amplia región del espectro Visible-NIR, (tabla 5.4). Se 
obtuvieron valores elevados de FI para las tres muestras de NSAgAu estudiadas, 
mientras que para los casos de AuCT y AuNP sólo se pudieron obtener valores a 785 
nm de excitación, debido a que presentan el máximo de extinción del plasmón en esta 
región del espectro (ver fig. 5.1a y 5.9c). 
 
Tabla 5.4: Valores de FI obtenidos para las nanoestrellas huecas bimetálicas fabricadas y 
nanoesferas de Au utilizando dos líneas de excitación 532 y 785 nm.  
 NSAgAu1 NSAgAu2 NSAgAu3 AuCT AuNP 
exc. = 532 nm 5.92×10
3 8.17×103 1.29×104 No signal No signal 
exc. = 785 nm 2.28×10
5 1.21×104 3.57×103 2.92 1.35×105 
 
La fig. 5.14 muestra la marcada diferencia observada entre los espectros de ThT 
sobre nanoesferas de oro (AuCT) y sobre las naoestrellas huecas (NSAgAu2) en 
ausencia de agregación. Para que el coloide de AuCT presente una mayor actividad 
SERS requiere de una previa activación con un agente agregante externo, mientras que 
para el caso de las NSAgAu este paso no ha sido necesario debido a su morfología 
provista de un gran número de puntas. Por tal motivo los coloides de nanoestrellas 
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huecas representan una mejora sustancial en cuanto a intensificación SERS en relación 
con los coloides de NPs esféricas convencionales. 
Por otra parte, del análisis de los espectros SERS se puede deducir también el mecanismo 
de interacción con el metal. Al ser la molécula de ThT compleja, puede presentar 
diferentes formas de adsorción sobre la superficie metálica de las nanopartículas [143]. 
Si se compara el espectro Raman de la molécula ThT en disolución acuosa, con los 
espectros SERS sobre nanoestrellas metálicas (fig. 5.14a), se puede observar una serie 
de cambios en el perfil espectral tales como: modificaciones en las intensidades 
relativas de algunas bandas, la aparición de nuevas bandas y el ensanchamiento o 
desplazamiento de bandas. En particular las bandas a 531, 698, 743, 795 and 1033 cm-
1 aparecen intensificadas en los espectros SERS a todas las concentraciones. Varias de 
estas bandas pertenecen a la vibración δ(CSC), por lo que su intensificación en el 
espectro SERS se debe a la interacción de ThT a través del átomo de azufre del anillo 
benzotiazol con la superficie del metal [143]. Además, el grupo de bandas a 1546, 
1506 y 1400 cm-1 sufren una notable disminución en el espectro SERS con respecto al 
espectro en disolución de la molécula. Este decrecimiento de las bandas mencionadas 
se relaciona con un cambio estructural de la molécula de ThT. 
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Figura 5.14: Espectro Raman de ThT 10 mM en disolución acuosa (a) y espectros SERS de 
ThT 1 µM sobre los coloides NSAgAu2 (b) y AuCT (c), excitación a 785 nm. (d) Intensidad 
SERS de ThT en dependencia de la longitud de onda de excitación y del coloide empleado. 
Estas intensidades se midieron utilizado líneas láser a 785 (barras rojas) y 532 nm (barras 
verdes). NSAgAu1, NSAgAu2, NSAgAu3, AuNP y AuCT corresponden a las muestras de la 
tabla 4.2. 
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La fig. 5.12b muestra que ThT está copuesta por dos grupos: un benzotiazol y un 
anillo de piridina unidos por un enlace C-C que puede rotar libremente. La interacción 
de ThT con la superficie metálica induce una rotación del enlace C-C que une dichos 
grupos, de tal forma que éstos se disponen formando un ángulo diedro mayor que el 
que existe en estado libre. Este cambio estructural tiene como consecuencia una 
drástica reducción de la resonancia electrónica entre los grupos aromáticos dando 
como resultado los cambios espectrales observados [143]. 
 
Figura 5.15: Espectros SERS de ThT (1 µM) a diferentes longitudes de onda de excitación: 
532 nm (a) y (f), a 785 nm (b) y (g) sobre los substratos NSAgAu1 y NSAgAu3 
respectivamente. Espectros de extinción de las muestras NSAgAu1 (c) y NSAgAu3 (d). 
Espectro de absorción de ThT (10 mM) en agua (e). 
 
Las intensidades relativas de algunas bandas también pueden verse afectadas 
debido a la influencia de las diferentes longitudes de onda de excitación sobre el 
plasmón y la resonancia molecular. La fig. 5.15 muestra los espectros SERS de ThT a 
una concentración de 1µM, utilizando dos longitudes de onda de excitación diferentes 
(532 y 785 nm) y sobre distintos substratos de nanoestrellas (NSAgAu1 y NSAgAu3). 
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Se muestra también el espectro de absorción de ThT a modo de comparación. La 
realización de este tipo de experimentos permitió el análisis del posible mecanismo de 
adsorción de la molécula sobre las NPs. 
Empleando NPs de la muestra NSAgAu1 y una línea de excitación de 785 nm, el 
espectro SERS que predomina se corresponde a una capa de moléculas de ThT 
adsorbidas directamente sobre la superficie metálica, puesto que se ha observado una 
intensificación de las bandas que aparecen en la región a bajos número de ondas en el 
espectro SERS (fig. 5.15a). Mientras que con la línea de excitación a 532 nm el 
espectro SERS obtenido presenta una intensificación de las bandas mucho menor si se 
compara con el obtenido a 785 nm de excitación. Este comportamiento se atribuye a la 
baja extinción que presenta el espectro del plasmón para el substrato NSAgAu1 a esta 
longitud de onda. Sin embargo, para el coloide NSAgAu3, la situación cambia y ahora 
el espectro más intenso es el SERS usando la línea a 532 nm debido a la mayor 
proximidad de la resonancia de plasmón de este coloide a esta línea. Por otra parte, 
con esta excitación las bandas de bajo número de ondas (por debajo de 1000 cm-1) son 
mucho menos intensas, debido a que la línea de excitación a 532 nm se sitúa en la 
ladera izquierda de la banda de extinción. 
 
5.1.5 Caracterización mediante SERS de la composición química de la corteza 
de las nanoestrellas huecas bimetálicas  
Otro aspecto que se tuvo en cuenta a la hora de caracterizar las nanopartículas 
huecas mixtas fue la composición metálica de la corteza de las nanopartículas. Este 
estudio se puede realizar mediante SERS empleando adsorbatos cuyos espectros sean 
diferentes sobre Ag y Au. Ese es el caso de la molécula lucigenina, que presenta 
espectros SERS perfiles espectrales diferentes cuando está en presencia de oro o de 
plata [207]. 
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Figura 5.16: Espectros SERS de la lucigenina en la región espectral a bajo número de ondas 
donde se ve reflejada la banda de interacción Metal-Cl-. Insertado: Estructura química de la 
lucigenina y la dependencia de la posición de la banda (Metal-Cl-) en los espectros SERS 
utilizando diferentes NPs; excitación a 785 nm. Los espectros se obtuvieron realizando dos 
barridos a 10 s de tiempo de integración cada uno, con una potencia del láser de 0.5 mW. 
 
La fig. 5.16 muestra los espectros SERS de la lucigenina en la región espectral a 
bajos número de ondas, donde se localizan las bandas de vibración características 
relacionadas con la interacción Metal-Cl-. En numerosos trabajos [9, 74, 211] se ha 
visto que la posición de la banda de tensión Metal-Cl- ((Metal-Cl-)) varía 
dependiendo de la naturaleza del metal y de la presencia de otras especies sobre la 
superficie del metal que puedan interaccionar bien con el metal directamente, bien con 
el cloruro. Por lo tanto, la posición de la banda (Metal-Cl-) depende  fuertemente del 
metal, ya que se observa a 244 cm-1 en Ag y a 254 cm-1 en Au (figura insertada en fig. 
5.16). Esta banda alcanza valores intermedios entre los anteriores dependiendo de la 
cantidad relativa de ambos metales. Por lo tanto, el análisis de esta banda permite 
estimar de manera aproximada la relación Au/Ag. Como se puede observar en la 
gráfica insertada de la fig. 5.16, la posición de la banda (Metal-Cl-) trazada para las 
diferentes NPs utilizadas, muestra un desplazamiento de la banda hacia valores 
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menores de número de ondas a medida que disminuye la cantidad de oro en la corteza 
de las NPs. 
Otro efecto interesante que se observó en las nanopartículas huecas por la presencia 
de Au fue la desaparición de las bandas a 165 y 110 cm-1 (asociadas a la existencia de 
clústeres de Ag en las NPs de Ag) [63]. Por otra parte, la intensificación de las bandas 
SERS de la lucigenina en presencia de NPs de Au (465 y 570 cm-1), junto con la 
existencia de las bandas características de la LG sobre Ag, sugieren la presencia 
simultánea de ambos metales (Au y Ag) en la corteza de las nanoestrellas huecas 
fabricadas. Por lo tanto, de este resultados se deduce que ambos metales forman una 
auténtica aleación. 
Para verificar la naturaleza bimetálica de la corteza de las NSH se empleó la 
espectroscopía de difracción de rayos-X (EDX). El espectro EDX (fig. 5.17a) muestra 
claramente la presencia de átomos de Ag y Au en la muestra NSAgAu3 mediante la 
presencia de las señales correspondientes a los metales Ag y Au que aparecen a 3.1 
keV para la línea Ag-L y a 2.1, 9.7 y 11 keV para las líneas Au-M, Au-Lα y Au-Lβ, 
respectivamente [94, 212]. De esta forma se ha evidenciado que la corteza de las 
NSAuAg está compuesta por una aleación de Ag y Au, proveyendo a las NSH de 
determinadas características que se pueden ajustar en dependencia de las necesidades 
de los sistemas en los cuales se pretenda utilizar. 
 
Figura 5.17: Espectro EDX (Spectrum 1) de la muestra NSAgAu3 (a) e imagen de la zona de 
la muestra donde se efectuó la medida EDX (b)  
 
En esta Tesis se han utilizado varias de las nanopartículas NSAg y NSAgAu 
obtenidas para su aplicación como sustratos SERS en el estudio de determinadas 
moléculas con gran interés biológico como se verá en secciones posteriores. 
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5.2 ESTUDIO DE SUSTANCIAS MARCADORAS BIOLÓGICAS: 
ADSORCIÓN SOBRE NANOPARTÍCULAS Y ESPECTROS SERS  
Los resultados que se presentan en esta sección se centran en el estudio de dos 
colorantes histológicos Rojo Congo (CR) y la tioflavina T (ThT) (ver fig. 5.18), 
marcadores de agregados de βAm utilizando como substratos SERS las nanopartículas 
metálicas fabricadas en esta Tesis. Estos colorantes presentan una alta afinidad por 
agregados fibrilares que pueden formar algunos tipos de péptidos en determinadas 
condiciones fisiológicas [213-216].  
(a) (b)  
Figura 5.18: Estructuras moleculares y numeración de los átomos de los colorantes 
histológicos marcadores de agregados de β-Amiloide: Rojo Congo (a) y tioflavina T (b). 
 
Las nanopartículas metálicas se han utilizado para inducir la agregación de los 
péptidos en algunos casos y otras veces para evitar la agregación y formación de 
fibrillas [217-219]. Los colorantes histológicos CR y ThT se han empleado para la 
detección de estas fibrillas amiloideas [216, 220-223]. La detección de estos 
fenómenos de agregación depende por lo tanto de las propiedades ópticas de estos 
marcadores, como por ejemplo la facultad de emitir fluorescencia el ThT en presencia 
de fibrillas amiloideas. Por lo tanto el estudio de la adsorción de estos marcadores en 
NPs plasmónicas podría ser empleado con el fin de aumentar el poder de detección de 
los mismos en el ámbito del biodiagnóstico en bioanálisis de tipo indirecto. 
 
5.2.1 SERS de las sustancias marcadoras biológicas  
En la fig. 5.19A se comparan los espectros SERS de CR obtenidos sobre las 
distintas NPs metálicas con los espectros FT-Raman del compuesto sólido y en 
disolución. En ellos se puede observar un ligero cambio en las intensidades relativas 
de las bandas más intensas. La principal diferencia que presentan los espectros FT-
Raman entre ellos es el desplazamiento de la banda a 1353 cm-1, correspondiente a la 
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vibración ( C11=C16), en el sólido hasta 1377 cm-1 debido a que en disolución la 
interacción entre moléculas se ve favorecida a través de los anillos aromáticos que la 
conforman. 
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Figura 5.19: Espectros FT-Raman y SERS de los colorantes histológicos: Rojo Congo (A) y 
tioflavina T (B). Espectros FT-Raman del sólido (a) y en solución acuosa 10 mM (b), para 
ambas moléculas respectivamente. Espectros SERS a 532 nm de excitación utilizando 
diferentes substratos: NSAg305 (c), NSAgAu3 (d) y AgHxCl (e), para ambos colorantes 
respectivamente. En todos los experimentos SERS la concentración de ThT fue de 1 µM, 
menos para el caso de la ThT en presencia de NSAg305 (espectro c del gráfico B) que fue de 
10 µM. 
 
En el espectro FT-Raman en disolución (10 mM) las bandas a 1591 cm-1 asignada a 
(C1=C1´) y a 1157 cm-1 (C9-N8) presentan una mayor intensidad relativa comparada 
con las bandas que aparecen a 1401 y 1373 cm-1 debidas a la vibración s(N7=N8). Sin 
embargo, en los espectros SERS del CR estas últimas bandas, que aparecen a 1401 y 
1376 cm-1, se intensifican en relación con las bandas a 1594 y 1157 cm-1. También se 
observa una intensificación de las bandas que se encuentran por debajo de 1000 cm-1 
sobre todo la banda de 944 cm-1 que está relacionada con la vibración (C10-N20). Este 
comportamiento se asocia a la interacción de CR con la superficie metálica a través de 
los grupos azo (-N=N-). 
Los espectros SERS del CR presentan en todos los casos una buena relación 
señal/ruido. Sin embargo, la intensidad sobre el coloide NSAg305 es mucho mayor. 
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Además, para este coloide se detectó una concentración más baja de CR. Por tal 
motivo se decidió llevar a cabo los estudios SERS de este colorante empleando las 
nanoestrellas de Ag. 
El estudio espectroscópico de la molécula de ThT se realizó siguiendo las mismas 
pautas descritas anteriormente para CR. La fig. 5.19B muestra los espectros FT-
Raman y SERS de ThT sobre diferentes coloides de NPs metálicas. El espectro Raman 
en disolución acuosa muestra las bandas características de la molécula a 1600, 1546, 
1501, 1395, 1204, 1133, 797 y 533 cm-1. Estas bandas se corresponden también con 
las bandas que aparecen en el espectro FT-Raman de la molécula ThT en estado sólido 
y en disolución acuosa, ver fig. 5.19B (espectros (b) y (a)) respectivamente.  
En estudios anteriores realizados en nuestro grupo se caracterizó en detalle el 
proceso de adsorción de la molécula de ThT sobre la superficie de NPs esféricas de 
plata [224]. Según los mismos la molécula de ThT se adosorbe sobre Ag dando lugar a 
dos formas: ThT1 y ThT2, que corresponden a la molécula directamente adsorbida 
sobre el metal (ThT1) y la molécula adsorbida en multicapas por encima de la primera 
(ThT2). 
En la presente Tesis se ha investigado la interacción de ThT utilizando las 
nanoestrellas NSAg305 y NSAuAg3 como substratos SERS para así comparar los 
nuevos resultados con los ya obtenidos anteriormente. A diferencia de CR, el colorante 
ThT presenta unos espectros SERS más débiles cuando se usan las NS como soportes. 
El espectro SERS sobre NSAg305 (fig. 5.19Bc) está claramente dominado por el 
citrato usado en la fabricación de estas NPs. La intensidad SERS mejora 
sustancialmente sobre las NSAuAg3 (fig. 5.19Bd), sobre estas NS se observa que el 
perfil del espectro se corresponde con la forma ThT2 del colorante en esas condiciones 
(bandas a 1544, 1500, 1473, 1124 y 793 cm-1). Lo que indica que en estas condiciones 
el colorante no interacciona directamente con el metal, sino que se sitúa por encima a 
cierta distancia, posiblemente interaccionando con el citrato que recubre la superficie 
metálica de estas NPs. Por lo tanto, el citrato existente sobre la superficie evita que la 
molécula de ThT pueda interaccionar con el metal, puesto que la molécula de ThT no 
es capaz de desplazar al CT de la superficie de las NPs y situarse cerca de la superficie 
de las NPs [207, 225]. Sin embargo, el espectro SERS de ThT sobre AgHxCl presenta 
intensas bandas a 1597, 1032, 741, 698 y 531 cm-1, que revelan una interacción directa 
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con el metal, facilitada por la presencia de iones Cl-, con quienes el grupo amino 
protonado de la parte anílica de la molécula puede interaccionar vía pares iónicos. 
 
5.2.2 Análisis cuantitativo y detección de las moléculas marcadoras biológicas 
mediante SERS 
El análisis cuantitativo de los colorantes se llevó a cabo a partir de los espectros 
SERS obtenidos a diferentes concentraciones. Este tipo de análisis no solamente 
permite conocer el límite de detección de los colorantes sino también la identificación 
del mecanismo de interacción de la molécula con la superficie de las NPs. Para ello, se 
utilizó como substrato SERS el coloide de NSAg305 para el colorante CR, ya estos 
sistemas fueron los que dieron lugar a los espectros más intensos, sin que fuera 
necesaria la adición  de un agente que potenciara la agregación de las NPs. Mientras 
que para el caso de la molécula ThT se utilizó el coloide NSAgAu3, para el que 
tampoco es necesaria una agregación del coloide. 
 
I. Adsorción de los colorantes histológicos sobre las nanoestrellas fabricadas en 
este trabajo 
En esta sección se estudia la adsorción de las moléculas CR y ThT desde un punto 
de vista cuantitativo, partiendo de las condiciones óptimas deducidas de los 
experimentos anteriores empleando para ello la espectroscopía SERS a varias 
concentraciones del adsorbato y las isotermas de adsorción correspondientes. 
La banda de referencia es un tema crucial en esta investigación, ya que permite 
contrarrestar el posible efecto de la agregación de NPs provocado por la adición de las 
diferentes especies para el análisis. En los experimentos con colorantes histológicos se 
utilizó dimetil sulfóxido (DMSO) al 10 % (v/v) como referencia externa. Para estos 
sistemas específicamente el disolvente DMSO no interviene ni compite con la 
molécula estudiada en la adsorción sobre la superficie metálica.  
En la fig. 5.19 se representan las intensidades de las bandas marcadoras de los 
espectros SERS de CR y ThT estudiados en presencia de NSAg305 y NSAgAu3 
respectivamente, en función de la concentración del colorante. Como ya se ha 
explicado en capítulos precedentes estas gráficas constituyen auténticas isotermas de 
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adsorción. Las bandas marcadoras seleccionadas son las que aparecen a 1590 cm-1 
para el CR y a 1545 cm-1 para la ThT. Las intensidades de estas bandas marcadoras se 
compararon con la intensidad de la banda que aparece a 678 cm-1, que se empleó como 
referencia y que corresponde a la vibración (S-C), proveniente del DMSO añadido 
como referencia externa a una concentración final del 10 % v/v. No se realizaron 
ajustes de pH en los experimentos SERS, por lo que se trabajó al pH del coloide 
utilizado. Tampoco se adicionó ningún agente de agregación externo.  
A partir de estas isotermas de adsorción se calcularon los parámetros cuantitativos 
asociados a la adsorción, es decir, la constante de adsorción (Kad), relacionada con la 
afinidad de la molécula por la superficie, la intensidad SERS máxima (Ism) y la 
máxima concentración de sustancia adsorbida ([A]m), variables éstas que representan 
el límite superior de concentración detectable, el cual está relacionado a su vez con la 
superficie total de adsorción disponible sobre todas las nanopartículas ofrecidas al 
analito. 
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Figura 5.20: Representación de la intensidad SERS frente a la concentración de adsorbato y 
ajuste realizado para los datos experimentales SERS para: Rojo Congo sobre NSAg305 (a) y 
tioflavina T sobre NSAgAu3 (b). Insertado: Posible mecanismo de adsorción sobre la 
superficie metálica propuesto a partir del análisis de los espectros SERS. Excitación a 532 nm. 
 
A partir de los gráficos que muestra la fig. 5.20a  se deduce que el colorante Rojo 
Congo presenta un modelo de adsorción sobre la superficie del tipo Langmuir. Este 
comportamiento implica una saturación de la intensidad a partir de una concentración 
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de 2 µM, que se corresponde con la saturación que alcanza la superficie metálica.  Por 
debajo de una concentración de 1µM, se tiene una dependencia lineal a bajas 
concentraciones. Esto indica que las moléculas que siguen este modelo presentan una 
adsorción sobre las NPs metálicas sin que haya interacciones intermoleculares 
significativas.  
El ajuste anteriormente descrito permitió obtener los parámetros de adsorción Kad y 
Ism los cuales se muestran insertados en el gráfico para el caso del CR (fig. 5.20a).  
Por otro lado, analizando los espectros SERS de CR a diferentes concentraciones y 
la isoterma de adsorción de la molécula sobre la superficie, se propuso un posible 
mecanismo de interacción con las NPs (ver esquema superior de la fig. 5.20a) a través 
de la interacción de los grupos azo de la molécula con la superficie de las NPs. Este 
tipo de adsorción implica que no existe crecimiento de multicapas de CR sobre la 
superficie, o bien que la energía de interacción intermolecular es despreciable frente a 
la de adsorción de CR sobre el metal. 
Para el caso de la tioflavina T se observó que el perfil de la curva IS vs. [ThT] se 
ajusta también a un comportamiento del tipo Langmuir (fig. 5.20b), donde las 
moléculas alcanzan un máximo de saturación a una concentración de 8×10-6 M. Como 
ya se comentó en la sección 2.7.1, la molécula de ThT se puede comportar como un 
“rotor molecular” en el que bajo determinadas condiciones, el enlace C-C que une las 
dos mitades aromáticas de la molécula se disponen formando un ángulo de 900. Esto 
hace que se pierda la conjugación de los electrones π de los sistemas aromáticos y es 
esta la configuración que adopta la ThT sobre la superficie de las NSAgAu3 formando 
la primera monocapa [224]. Al igual que para el CR se propuso un mecanismo de 
interacción de ThT con la superficie de las NPs teniendo en cuenta el análisis de los 
espectros SERS y la isoterma de adsorción. La adsorción de la ThT sobre la superficie 
metálica sugiere que ésta se produce a través del átomo de azufre adoptando una 
orientación perpendicular el anillo benzotiazol con respecto a la superficie. Mientras 
que la mitad aminobenceno adopta una orientación paralela a la superficie debido a la 
interacción del metal con el átomo de N y el sistema de electrones π del anillo de 
benceno, lo que implica que ambas mitades aromáticas se dispongan formando un 
ángulo de 900 entre sí. El esquema propuesto se muestra en la parte superior de la fig. 
5.20b. 
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II. Límite de detección de los colorantes histológicos 
Para la molécula de CR la región de linealidad abarca un intervalo de 
concentraciones desde 5×10-9 hasta 10-7 M (fig. 5.21a). Mientras que para la adsorción 
de ThT sobre NSAgAu3 esta región de linealidad es más amplia comparada con el CR 
y abarca un intervalo de concentraciones desde 7×10-7 hasta 10-5 M (fig. 5.21b).  
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Figura 5.21: Recta de calibrado donde se representa ISERS frente a la concentración de analito: 
Rojo Congo sobre NSAg305, (5×10-9 - 10-7 M) (a) y tioflavina T sobre NSAgAu3 (7×10-7 - 10-
5 M) (b). Excitación a 532 nm 
 
Las ecuaciones correspondientes al ajuste lineal para ambos casos se muestran a 
continuación:  
CR sobre NSAg305 IS = (5.6 ± 0.5)×106·[CR] + (0.24 ± 0.03)   r2 = 0.978 
ThT sobre NSAgAu3 IS = (1.1 ± 0.9)×105·[ThT] + (0.39 ± 0.06)   r2 = 0.973 
 
Los valores de la pendiente en ambos casos son elevados aunque para el CR la 
sensibilidad de la detección es mayor que para el caso de ThT. Este comportamiento 
puede estar relacionado con la forma de adsorción que presentan los colorantes sobre 
la superficie, ya que el CR interacciona directamente sobre el metal mediante la 
formación de enlaces covalentes entre los grupos azo y el metal. Por este motivo, la 
sensibilidad de la técnica SERS para el CR es relativamente elevada pues el límite de 
detección en este caso es de 28,4 ppb. Este valor es menor que el obtenido mediante 
otras técnicas analíticas como la cromatografía líquida de alta precisión (HPLC) 
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acoplada a un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo cuadrupolar (LC-QTOF 
MS) [226] o la espectrofotometría UV-visible [227]. Por otro lado la sensibilidad de la 
técnica para la detección de la molécula de ThT es mucho menor si se compara con la 
obtenida para el CR y el límite de detección obtenido fue de 609 ppb. Este valor es 
superado por técnicas como la espectrofotometría UV-visible que consiguen 
determinar ThT en el orden de 240 ppb ligeramente menor que el obtenido por la 
técnica SERS [228], lo que también se atribuye al hecho de que el citrato de las 
NSAgAu impide la adsorción del colorante. 
Por lo tanto, se puede decir que el estudio cuantitativo SERS de los colorantes 
histológico CR y ThT proporciona resultados relativos al límite de detección 
comparables con otras técnicas analíticas convencionales, concretamente la 
cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas en tándem. Estos 
resultados son altamente prometedores en lo que concierne a la posible aplicación de 
estos colorantes en la detección de agregados de β-Amiloide mediante el uso de la 
espectroscopía SERS en medidas indirectas. 
 
5.3 ADSORCIÓN DE PÉPTIDOS FIBROGÉNICOS SOBRE 
NANOPARTÍCULAS PLASMÓNICAS  
Los resultados que se presentan en esta sección incluyen los experimentos 
realizados utilizando nanopartículas metálicas plasmónicas como substratos SERS en 
la caracterización y estudio de un grupo de moléculas biológicas de gran interés como 
son los péptidos fibrogénicos.  
Se analizaron tres tipos de péptidos diferentes:  
 Lanreótido (LAN), fig. 5.22a. 
 Pasireotide (SOM-230), fig. 5.22b. 
 Diferentes fragmentos de β-Amiloide: 1-42, 1-40 (fig. 5.22c) y 25-35 (fig. 
5.22d). 
El lanreótido y el SOM-230 son péptidos terapéuticos de naturaleza sintética de 
acción prolongada en el organismo análogos a la somatostatina. Estas sustancias son 
utilizadas en el tratamiento de la acromegalia y tumores neuroendocrinos [145-148]. 
Por otro lado, tanto el β-Amiloide como el lanreótido presentan una característica en 
común, ya que se ha demostrado en anteriores investigaciones que son capaces de 
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formar fibrillas bajo determinadas condiciones fisiológicas [147, 149-151, 159, 161, 
229]. Por lo tanto, dicho lo anterior, en esta sección se pretende estudiar la adsorción 
de estos péptidos sobre NPs con determinadas características y analizar el efecto de las 
mismas sobre la posible formación de agregados de los péptidos mencionados 
anteriormente. Asimismo, se muestran los resultados encontrados mediante la técnica 
SERS en la caracterización y determinación del mecanismo de interacción péptido-NP 
metálica y la detección de estas moléculas biológicas a muy bajas concentraciones en 
determinaciones cuantitativas. 
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Figura 5.22: Estructura química de los péptidos estudiados: Lanreótido (a), Pasireótido 
(SOM230) (b), β-Amiloide (1-42) (c) y β-Amiloide (25-35). 
 
Para llevar a cabo estos estudios se emplearon nanopartículas metálicas 
plasmónicas de Ag y de Au obtenidas mediante condiciones especiales, con el fin de 
asegurar la interacción del péptido con la superficie. Esto conllevó un estudio previo 
de la optimización de las NPs seleccionadas, orientado fundamentalmente a la 
consecución de señales SERS óptimas. 
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Optimización de los sistemas metálicos plasmónicos 
El primer paso de esta optimización lo constituyó la selección de aquellos sistemas 
coloidales capaces de rendir una mayor señal SERS. Entre las NPs de morfología 
esférica, las de Ag obtenidas por reducción con clorhidrato de hidroxilamina (HxCl) 
resultaron ser las más activas, mientras que las NPs obtenidas con el citrato no 
mostraron ninguna efectividad SERS. Este efecto se atribuye a la presencia de citrato 
en la superficie de las NPs resultantes, lo que obstaculiza el acercamiento de la 
molécula a la superficie debido a la presencia de cargas negativas en la interfase 
metal-molécula. Desafortunadamente, las nanoestrellas de Ag mencionadas en la 
sección 4.3.1, resultaron ser ineficaces en la adsorción de estos péptidos debido 
también al alto contenido de citrato que poseen estos sistemas. En el caso de las NPs 
de Au, también se obtuvo un resultado negativo al aplicar estos sistemas a los péptidos 
LAN y SOM230. Como no es posible la obtención de NPs con el reductor HxCl, se 
procedió a la fabricación de coloides de Au con concentraciones de citrato reducidas, 
utilizando el método descrito por Frens [230]. Finalmente el coloide de Au que dio 
unos mejores resultados fue el obtenido a las condiciones mostradas en la tabla 4.2 de 
la sección 4.3.2. Estas condiciones experimentales dieron lugar a NPs de oro esféricas 
con un diámetro medio de 50 nm, con la ventaja adicional de presentar una menor 
cantidad de moléculas de citrato en la interfase NP-péptido. 
Las interacciones que se producen entre las proteínas y los péptidos con la 
superficie de las nanopartículas metálicas son complejas y de diferente naturaleza, ya 
que estos compuestos presentan numerosos puntos de unión con el metal y su 
estructura determina en gran medida la organización del péptido sobre la nanopartícula 
[173, 231]. La interpretación de los espectros SERS permite dilucidar este mecanismo 
de unión a partir de la asignación de las bandas correspondientes siendo posible 
recabar información sobre dicha organización molecular gracias a las características 
propias del efecto SERS (efecto de corto alcance de la intensificación, reglas de 
selección, etc.) tal como se indicó en la sección 2.3.1 del capítulo 2. 
 
5.3.1 Adsorción del péptido Lanreótido sobre NPs metálicas  
Los espectros SERS del péptido lanreótido se registraron utilizando como substrato 
las NPs de plata y oro de morfología esférica. Debido a que la relación señal/ruido 
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tanto de las NSAg como las NSAuAg obtenidas en esta Tesis fue muy baja para las 
medidas SERS del péptido LAN. Este efecto se atribuye, como se ha mencionado 
anteriormente, a la presencia de citrato sobre la superficie del metal, ya que el tipo de 
interface de las NPs en disolución ejerce un papel importante en la adsorción de los 
péptidos sobre la superficie metálica. Un estudio previo, realizado en nuestro grupo de 
investigación sobre la Somatostatina (SST-14) en presencia de NPs esféricas de oro y 
plata muestra una alta afinidad del péptido SST-14 por la superficie metálica [232]. 
Por lo tanto, los resultados obtenidos en el trabajo anterior se utilizaron como punto de 
referencia en el estudio de los péptidos LAN y SOM-230 ya que son análogos a la 
SST-14. 
 
I. Espectros de extinción 
La fig. 5.23 muestra los espectros de extinción del péptido LAN en presencia de los 
coloides de nanopartículas esféricas de plata. Como puede apreciarse, el péptido 
induce por sí mismo la agregación de las NPs metálicas. Este efecto da lugar a la 
aparición de una segunda banda de extinción a 780 y 820 nm para AgHxCl que se 
corresponde con la Banda L de agregados (sección 2.5). El efecto sobre la agregación 
de NPs del péptido también se investigó en presencia de KNO3 como agente 
agregante, el cual fue añadido a continuación del péptido para asegurar la adsorción 
previa del mismo. En presencia de KNO3 se aprecia un menor desplazamiento del 
máximo de extinción hacia más altas longitudes de onda, mientras que la agregación 
es más extensa a bajas concentraciones (fig. 5.23b) lo que indica una agregación más 
fuerte que permite bajar el límite de detección. 
En la fig. 5.23c se muestra la variación de la posición del máximo de extinción de 
la Banda L. A medida que aumenta la concentración del péptido añadido se produce 
un desplazamiento de esta banda hacia mayores longitudes de onda. Esta tendencia se 
produce hasta una concentración micromolar del péptido, a partir de la cual el máximo 
se desplaza hacia menores longitudes de onda. Este comportamiento obedece al patrón 
de agregación universal RLCA/DLCA, descrito por Lin y col. [233], según el cual a 
concentraciones por debajo de 10-6 M de adsorbato se produce una agregación 
predominantemente lineal de NPs de Ag. Este tipo de agregación se ha podido 
observar en las imágenes de TEM (fig. 5.23e) y se debe al elevado potencial zeta 
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residual existente en las NPs a estas concentraciones, lo que obliga a las NPs a 
disponerse en forma de cadenas para minimizar la repulsión entre nanopartículas [9, 
10, 234, 235].  
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Figura 5.23: Espectros de extinción de la suspensión coloidal AgHxCl en presencia del 
péptido LAN a diferentes concentraciones: (a) en ausencia, (b) presencia de KNO3 (0.5 M) y 
(c) variación de la posición del máximo de resonancia del plasmón a diferentes 
concentraciones del péptido LAN. Imágenes TEM de los agregados globulares (d) y en 
cadenas (e) de las NPs de Ag en presencia del péptido LAN a la concentración de 1 µM. La 
barra de escala corresponde a 100 nm. 
 
A concentraciones por encima de valores micromolares, el potencial es 
suficientemente bajo como para permitir la formación de agregados globulares (fig. 
5.23d). La aparición de la Banda L hacia longitudes de onda menores. Este 
comportamiento también explica la existencia de un máximo en el desplazamiento de 
la banda L alcanzado a una concentración micromolar. 
(d) 
(e) 
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Figura 5.24: Espectros de extinción de la suspensión de AuCT50 en presencia del péptido 
LAN a diferentes concentraciones: (a) en ausencia, (b) presencia de KNO3 (0.5 M) y (c) 
variación de la posición de la Banda L a diferentes concentraciones del péptido LAN. 
Imágenes TEM de los agregados en cadenas (d) y globulares (e) de las NPs de Au en 
presencia del péptido LAN a una concentración de 1 µM. La barra de escala corresponde a 
100 nm. 
 
Otra cuestión a destacar es que si no se agrega el coloide con KNO3 los 
desplazamientos de la posición de la banda L son más abruptos que si se añade el 
agente agregante externo. Por otra parte, la adición de nitrato permite bajar la 
concentración mínima detectable del LAN por la técnica SERS. Lo que se explica en 
base a un descenso del potencial zeta de las NPs en presencia de la sal, si bien ésta no 
afecta de manera significativa en el máximo a concentración micromolar. Este efecto 
(d) 
(e) 
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se atribuye a que el nitrato ejerce un efecto salino sin modificar la superficie de 
adsorción disponible sobre las nanopartículas metálicas. 
La adsorción del péptido LAN se estudió también usando NPs esféricas de oro 
(AuCT50) en presencia y ausencia de KNO3. El comportamiento del péptido en 
términos de agregación de las NPs resultó ser muy similar al estudiado con las NPs de 
Ag. La fig. 5.24 muestra los espectros de extinción de la suspensión coloidal en 
presencia  del péptido a diferentes concentraciones. Asimismo, se muestra la 
evolución del máximo del plasmón correspondiente a las NPs agregadas por la acción 
del péptido LAN a distintas concentraciones. Como se vio anteriormente con la plata, 
para el caso de las NPs de Au se pueden distinguir la presencia de dos tipos de 
agregados principalmente. Como muestran las micrografías TEM, los agregados 
globulares (fig. 5.24e) aparecen cuando el péptido se encuentra a altas concentraciones 
(10-5-10-6 M), mientras que los agregados en forma de cadenas (fig. 5.24d) aparecen 
mayoritariamente a bajas concentraciones (10-7-2×10-7 M). Este comportamiento 
obedece también al patrón RLCA-DLCA observado en el caso de Ag. 
 
II. Microscopía Electrónica 
La microscopía electrónica de transmisión y de barrido ofreció una información 
adicional sobre el fenómeno de agregación-adsorción del péptido sobre las NPs 
metálicas de Ag y Au.  
El efecto de agregación observado en las micrografías TEM y SEM de la fig. 5.25 
se debe a la presencia únicamente del péptido y su interacción con las NPs de Ag y 
Au. Tanto en las NPs de Ag como las de Au presentan un diámetro medio de 50 nm. 
Asimismo, se observa la existencia de una corona alrededor de las nanopartículas de  
~7 nm de espesor, debida a la formación de una película de adsorción del péptido 
sobre las nanopartículas. Por tal motivo, se puede decir, que el poder de agregación del 
LAN sobre las NPs metálicas es muy parecido independientemente del metal 
empleado para la adsorción.  
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Figura 5.25: Correlación de imágenes TEM (a, c) y SEM (b, d) del péptido LAN (1 µM) en 
presencia de coloide de NPs de Ag (a y b) y Au (c y d). 
 
La fig. 5.26 muestra una representación esquemática de la disposición del péptido 
sobre la superficie de las NPs. La conformación que adquiere una molécula de 
Lanreótido en disolución acuosa es de β-horquilla que a altas concentraciones (10 % 
wt/wt) forma filamentos autoensamblados, según muestra un trabajo publicado por 
Valéry y colaboradores [147]. Estos últimos autores observaron que la estructura del 
filamento estaba compuesta por dos fibras superpuestas de láminas β y cada nanotubo 
por 26 filamentos. Donde la naturaleza anfifílica del péptido induce la formación de 
una bicapa en la cual los residuos hidrofóbicos se protegen del agua orientándose 
hacia el interior, mientras que en el exterior de la fibra de lámina beta se exponen los 
residuos hidrofílicos. Teniendo en cuenta lo dicho anteriormente, se puede deducir que 
la corona alrededor de las NPs que forma el péptido está compuesta por más de una 
capa de LAN. Un comportamiento parecido presenta el péptido de la SST-14 cuando 
está en presencia de NPs de Ag y Au [232]. 
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Figura 5.26: (a) Imagen TEM del coloide de AuCT50 en presencia del péptido LAN (1 µM).  
(b) Detalle de la imagen TEM-a donde se puede apreciar claramente la corona de péptido (~7 
nm de grosor) que rodea a la NP de Au. (c) Estructura del péptido LAN obtenida de la base de 
datos de PubChem [236] y visualizada con el GaussView 5.0 (http://www.gaussian.com) 
[237]. 
 
Por otra parte, los estudios realizados por diferentes autores se corresponden con el 
hecho de que los péptidos pueden modificar la forma de agregación sobre la superficie 
metálica de las NPs, dando lugar a la formación de fibrillas o agregados tubulares 
[172, 218, 238]. La concentración del péptido a la que se obtuvieron las imágenes por 
microscopía electrónica de la fig. 5.25 fue de 1 µM. En los estudios citados 
anteriormente las concentraciones empleadas para la fibrilación del péptido fueron 
muy superiores a las del presente trabajo, siendo del orden de mM, lo cual hace que se 
puedan observar las estructuras de fibrillas. En las micrografías obtenidas por 
microscopía electrónica se observa un efecto de ensanchamiento o dilatación de la 
corona que rodea las NPs debido al calentamiento que se produce en la muestra al ser 
irradiada con un haz de electrones que poseen una aceleración aproximada de 30 kV 
[239-241]. Este fenómeno puede influir de manera negativa a la hora de obtener con 
exactitud el grosor de la corona que forma el péptido alrededor de las NPs metálicas, 
lo que se aprecia de manera más clara en la imagen (c) de la fig. 5.25 que se 
corresponde con el péptido LAN en presencia de las NPs de Au. Este efecto podría 
estar relacionado con la formación de una bicapa de moléculas de LAN sobre la 
superficie, la cual se expande bajo el efecto de la irradiación con el haz de electrones. 
El acercamiento del péptido a la superficie provoca un aumento local de la 
concentración del LAN que daría lugar a una posible fibrilación del mismo. Por otra 
parte, hemos de considerar que existen dos fuerzas motoras que dirigen la 
organización del péptido sobre las NPs: a) la adsorción sobre le metal y b) la 
interacción intermolecular que conduce a la formación de fibrillas. Sin embargo, la 
ausencia de fibrillas sobre la superficie bien indica que la primera de las fuerzas 
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motoras es más importante y que el péptido intenta organizarse sobre el metal 
mediante la formación de una capa de adsorción sobre la nanopartícula. 
 
III. Espectroscópica Raman Intensificada por Superficie 
La interpretación de los espectros SERS de los péptidos se llevó a cabo a partir de 
estudios previos realizados por Hernández y col. [242]. En este estudio se realiza una 
asignación de las bandas del péptido en estado sólido y en disolución acuosa.  
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Figura 5.27: (A) Espectro Raman del péptido LAN (20 mM) en disolución acuosa (a) y 
espectros SERS del Lanreótido sobre AgHxCl agregado con KNO3 (0.5 M) a diferentes 
concentraciones: b) 50 nM, c) 80 nM, d) 0.1 µM, e) 0.5 µM, f) 1 µM y g) 5 µM. (B) Recta de 
calibrado obtenida a partir de la variación de la intensidad de la banda marcadora a 770 cm-1 
con la concentración del péptido LAN en AgHxCl en la región 50 nM – 0.5 µM. Figura 
Insertada: Representación global de la variación de la intensidad de la banda marcadora a 770 
cm-1 con la concentración del péptido LAN en un intervalo de linealidad situado entre 50 nM y 
10 M. Excitación a 532 nm. 
 
El espectro Raman del péptido LAN (20 mM) en disolución acuosa se muestra en la 
fig. 5.27Aa. La asignación de las principales bandas se ha realizado en base a los 
trabajos publicados anteriormente [147, 149, 242, 243]. El carácter aromático del 
grupo naftil (Naph), que se encuentra en uno de los extremos del péptido hace que las 
bandas de vibración que aparecen a 1577, 1469, 1370, 1128, 1017, 769 y 519 cm-1, 
sean las más intensas en el espectro Raman, lo que obviamente se debe al mayor 
efecto Raman en vibraciones que contienen enlaces π. También se pueden observar 
algunas bandas correspondientes a los residuos Tyr y Trp pues son los aminoácidos 
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con carácter aromático, aunque presentan una intensidad relativa menor que las bandas 
asociadas al naftaleno, debido a su menor aromaticidad. Las bandas que aparecen a las 
frecuencias de 1617, 1208, 852 y 828 cm-1 se atribuyen al residuo Tyr, mientras que 
las bandas a 1552, 1360, 1344, 1012, 880, y 760 cm-1 corresponden al residuo Trp. La 
vibración asociada al puente disulfuro del péptido (S-S), aparece a la frecuencia de 
505 cm-1 formando un hombro sobre la banda del naftaleno a 518 cm-1.  
Para conocer el mecanismo de interacción de LAN con las NPs de Ag y Au 
mediante la técnica SERS se realizó un estudio variando la concentración del péptido 
LAN en presencia de dichas NPs metálicas agregadas con KNO3. Por otra parte, se 
llevó a cabo un análisis cuantitativo a partir de las señales SERS, análogo al realizado 
para los colorantes histológicos de la sección 5.2, basado en el análisis de la variación 
de la intensidad de una banda marcadora a diferente concentración con el fin de 
determinar los parámetros analíticos: límite de detección y recta de calibrado para la 
cual existe una variación lineal entre la concentración de LAN y la intensidad SERS. 
El estudio SERS del péptido LAN utilizando los substratos de NPs esféricas 
metálicas de Ag y Au permitió deducir un posible mecanismo de interacción del 
péptido con la superficie del metal cuando se analizan los cambios espectrales respecto 
al espectro en disolución. La fig. 5.27A, muestra los espectros SERS (b-g) del péptido 
a diferentes concentraciones sobre NPs de Ag. El panel de la derecha en la fig. 5.27A 
muestra la región correspondiente a bajos número de ondas (300 - 150 cm-1) que 
señala con más detalle la banda de tensión metal-cloruro ((Ag-Cl-)). 
Todos los espectros SERS mostrados en la fig. 5.27A están normalizados respecto a 
la banda del agua correspondiente a 3400 cm-1. Asimismo, estos espectros son el 
resultado de restar el espectro del blanco (coloide con KNO3). Las bandas que se ven 
más intensificadas de manera relativa en el espectro SERS a altas concentraciones (5 a 
0.5 µM) son las correspondientes principalmente al grupo Naph, mientras que a bajas 
concentraciones (100 a 50 nM) las bandas debidas a los residuos de Tyr y Trp están 
más intensificadas. Tal como se explicó en el Capítulo 2, la intensificación de un 
grupo químico determinado indica su posición relativa respecto a la superficie debido 
al efecto de corto alcance en SERS. La relación entre las bandas que aparecen a 1616 
y 1570 cm-1 que se pueden relacionar con la Tyr y el Naph respectivamente. A altas 
concentraciones del péptido LAN (5 µM), fig. 5.27Ag, la relación de intensidades 
correspondientes al doblete de bandas a 1616/1570 (IT/N) puede tomarse como una 
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medida de la intensificación relativa de la Tyr y el Naph respectivamente relacionada a 
su vez con la distancia a la superficie. Estructuralmente hablando es interesante un 
análisis de la región del espectro asociada a la amida III (1300-1200 cm-1), ya que esta 
banda muestra en detalle la estructura secundaria del péptido. En esta región se 
observa una banda a 1233 cm-1 que se puede asociar con la estructura en láminas . 
Esta banda se observa más intensa en los espectros SERS a altas concentraciones (fig. 
5.27A (e, f y g)). 
En estudios anteriores llevados a cabo por nuestro grupo se ha visto que los 
péptidos tienden a interaccionar con la superficie de Ag a través de grupos catiónicos, 
concretamente grupos amino protonados (-NH3+), que forman pares iónicos con los  
iones Cl- residuales que quedan adsorbidos tras la fabricación de las NPs de Ag [234, 
244]. En el péptido LAN existen dos posibles puntos de interacción con la superficie 
del metal correspondientes al grupo amino que se encuentra cercano al grupo Naph y 
el grupo amino de la cadena lateral de la Lys. La intensificación relativa de bandas de 
Naph a bajas concentraciones sugiere un acercamiento del péptido a la superficie a 
través del amino adyacente al Naph, mientras que el fortalecimiento de bandas del 
residuo de Tyr a mayores concentraciones indica un mayor protagonismo del residuo 
Lys en la interacción con la superficie. 
Esta diferente orientación de LAN sobre la superficie metálica a distintos 
recubrimientos de la superficie parece estar relacionada con un posible cambio 
estructural del péptido sobre la superficie. El mayor acercamiento del péptido a través 
del grupo Naph a altas concentraciones posiblemente facilita la formación de las 
estructuras de láminas beta ya que los aminoácidos cargados (Lys) y aromáticos (Tyr y 
Trp) estarían más libres para la formación de estas estructuras laminares y la 
interacción intermolecular se vea favorecida [147, 245]. 
La región de bajas frecuencias (300 – 150 cm-1) aporta información adicional 
acerca del mecanismo de adsorción de LAN sobre Ag, ya que el enlace Ag-Cl- se ve 
fuertemente modificado por la formación de pares iónicos entre el anión cloruro y los 
posible cationes que interaccionan con él. Normalmente la formación del par iónico 
tiene como resultado un desplazamiento de esta banda hacia menores frecuencias 
debido a un consiguiente debilitamiento del enlace Ag-Cl. La fig. 5.27A derecha 
muestra un claro desplazamiento de la banda (Ag-Cl-) desde 236 hasta 228 cm-1, lo 
que está relacionado con el cambio en el anclaje del péptido sobre la superficie. 
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La fig. 5.27B muestra la recta de calibrado que describe la variación entre la 
intensidad de la banda marcadora a 770 cm-1 asociada al grupo Naph frente al cambio 
de la concentración del péptido. La zona de linealidad que presenta este péptido es 
amplia (1×10-8 hasta 5×10-7 M) con un valor de la pendiente de valor (1.56±0.04)×106, 
lo que representa una alta sensibilidad de la molécula por la detección SERS. La 
variación de la intensidad de la banda a 770 cm-1 con la variación de la concentración 
de LAN en todo el intervalo de concentraciones estudiado (fig. 5.27B, gráfico 
insertado) indica que LAN no sigue un comportamiento tipo Langmuir. Este resultado 
se atribuye a los complejos cambios estructurales y de anclaje que el péptido LAN 
experimenta sobre la superficie de Ag con intervención de posibles interacciones 
intermoleculares.  
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Figura 5.28: (A) Espectro Raman del péptido LAN (20 mM) en disolución acuosa (a) y 
espectros SERS del Lanreótido sobre AuCT50 agregado con KNO3 (0.5 M) a diferentes 
concentraciones: b) 3 nM, c) 8 nM, d) 50 nM, e) 0.5 µM, f) 3 µM y g) 8 µM. (B) Recta de 
calibrado obtenida a partir de la variación de la intensidad de la banda marcadora a 770 cm-1 
con la concentración del péptido LAN en AuCT50 en la región 5 – 10 nM. Figura Insertada: 
Representación global de la variación de la intensidad de la banda marcadora a 770 cm-1 con la 
concentración del péptido LAN en un intervalo entre 1 nM y 100 M. Excitación a 785 nm. 
 
Los espectros SERS del LAN en presencia de nanopartículas de AuCT50 se 
muestran en la fig. 5.28A. Tal y como ocurre para el caso de Ag, el péptido presenta 
mecanismos de unión a la superficie metálica en dependencia de las condiciones 
experimentales a la que se trabaje. Los péptidos cambian su mecanismo de interacción 
sobre Au respecto a Ag, tal como se ha visto en trabajos anteriores realizados con la 
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somatostatina [232], de tal forma que el residuo de Trp presenta una mayor afinidad 
por la superficie. Las bandas de este residuo aparecen sobre Au a 760 cm-1 (hombro de 
la banda de Naph a 771cm-1), 1115, 1360, 1513 y 1561 cm-1. Las dos últimas bandas 
se asocian al Trp cuando se encuentra interaccionando con la superficie de Au (1561 
cm-1) o libre (a 1513 cm-1).  A altas concentraciones de LAN coexisten ambas bandas, 
por lo que se deduce que existen moléculas de péptido interaccionando con la 
superficie a través del residuo de Trp y otras que no lo hacen a través de este residuo. 
Sin embargo, a bajas concentraciones (50 – 3 nM) prevalece el Trp libre, mientras que 
las bandas del grupo Naph se intensifican relativamente con respecto al resto de 
bandas del espectro. 
El análisis de la banda (Au-Cl-) (fig. 5.28A, derecha) sugiere también que el 
péptido presenta dos posibles sitios de interacción con la superficie metálica. A 
concentraciones de LAN por encima de 0,5 M aparece una banda a 267 cm-1 
relacionada con la interacción del residuo de Trp con Au, mientras a concentraciones 
por debajo de dicho valor se observa la banda (Au-Cl-) a 244 cm-1 [232]. El tipo de 
información que se derivada de este análisis apoya la idea anteriormente planteada de 
la posible interacción del péptido con la superficie de las NPs por dos sitios diferentes, 
el grupo Naph y el residuo de Trp, siendo la interacción con Trp más importante a 
altas concentraciones.  
La región de linealidad para la relación de la variación de la intensidad de la banda 
marcadora a 770 cm-1 que pertenece al grupo Naph a diferentes concentraciones de 
LAN sobre el coloide de AuCT50 se muestra en el gráfico de la fig. 5.28B. Esta zona 
de linealidad para el péptido sobre las NPs de Au es muy limitada (de 3×10-9 a 1×10-8 
M). No obstante el valor de la pendiente obtenida mediante el ajuste es muy elevado 
(1.53±0.17)×108, lo cual significa que frente a las NPs de Au, el péptido de LAN 
presenta una alta sensibilidad cuando se usa la técnica SERS. Aún así, hay que 
remarcar que el Lanreótido no describe un comportamiento del tipo Langmuir en la 
adsorción sobre la superficie, ver gráfico insertado en la fig. 5.28B. Este efecto puede 
estar relacionado con el complejo mecanismo de adsorción que presenta esta molécula 
sobre la superficie metálica. Pues en el proceso de formación de agregados en 
multicapas sobre las NPs metálicas predominan dos formas de interacción: las 
intermoleculares y las moléculas – NP, y en dependencia del tipo de interacción que 
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prime en el sistema, será el tipo de agregado que se forme (fibrillas, nanotubos y/o 
filamentos) [218].  
 
5.3.2 Análisis de la adsorción del péptido Pasireótido (SOM230) sobre 
nanopartículas plasmónicas 
El péptido SOM230 ha sido menos investigado que  los péptidos de estructura 
similar LAN y SST-14. Por lo tanto, se ha prestado una especial atención al estudio de 
la adsorción de SOM230 sobre nanopartículas plasmónicas de Ag y Au.  
 
I. Espectros de extinción 
Los resultados obtenidos mediante espectrofotometría UV-visible en presencia de 
NPs metálicas de Ag y Au, muestran que el SOM-230 al igual que el LAN ejerce un 
efecto agregante sobre los coloides de Ag (fig. 5.29a) y Au (fig. 5.30). 
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Figura 5.29: Espectros de extinción del péptido SOM230 a diferentes concentraciones sobre 
coloide AgHxCl y activado con KNO3 (0.5 M) (a). Variación de la posición e intensidad de la 
Banda L de los agregados con el cambio de la concentración del péptido SOM230 (b). 
Imágenes TEM correspondiente a los agregados lineales (c) y globulares (d) que se forman por 
la interacción del péptido con las NPs de Ag a concentración 1 µM. 
 
Si se analiza la banda de extinción L que se encuentra alrededor de los 620 nm (fig. 
5.29a) con la variación de la concentración del péptido se observa que a una 
determinada concentración de SOM230 (~10-6 M) ocurre un fuerte cambio en las 
(c) 
(d) 
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intensidades relativas. Este efecto puede estar relacionado con la facilidad que 
presenta la molécula SOM230 de inducir diferentes tipos de agregados en las NPs en 
dependencia de la concentración a la que se encuentre en disolución. Los estudios 
realizados por microscopía electrónica (TEM) sugieren un efecto de agregación, como 
se muestra en las imágenes (c) y (d) de la fig. 5.29. A altas concentraciones del 
péptido SOM230 (~10-5 a 10-6 M) se forman agregados del tipo globular 
mayoritariamente, mientras que a concentraciones más bajas (~5×10-7 a 10-8 M) la 
tendencia del péptido es a formar agregados en forma de largas cadenas compuestas 
hasta por 8 – 10 NPs de plata. La fig. 5.29b también muestra la variación de la 
posición del máximo de la Bnada L con la concentración de la molécula. El 
comportamiento que describe esta medida es un reflejo de lo complejo que es el 
mecanismo de adsorción que experimenta el péptido en presencia de las NPs 
metálicas. Al variar la concentración del SOM230 se produce una neutralización de 
cargas entre el coloide AgHxCl y el péptido SOM230, permitiendo así la existencia de 
diferentes tipos de agregados, los cuales varían según los patrones RLCA-DLCA, tal y 
como ocurre también para el péptido LAN. 
El péptido SOM230 presenta un comportamiento diferente al observado en NPs de 
Ag cuando interacciona con NPs de Au. En la fig. 5.30 se recogen los espectros de 
extinción del coloide de AuCT50 cuando se pone en contacto con el SOM230 a 
diferentes concentraciones. Este efecto característico que describen los espectros de 
extinción de las NPs de Au cuando se encuentran en presencia de adsorbatos consiste 
en el desplazamiento batocrómico a bajas concentraciones de la banda de agregados L 
seguido de un desplazamiento hipsocrómico a longitudes de onda cercanas a la del 
plasmón de la NP de Au, el cual ha sido estudiado con anterioridad por otros grupos 
de investigación incluido el nuestro [232, 246, 247].  
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Figura 5.30: Izquierda: Espectros de extinción de las NP AuCT50 activados con KNO3 (0.5 
M) (a) y en presencia del péptido SOM230 a diferentes concentraciones: 10 nM (b), 30 nM 
(c), 80 nM (d), 0.1 µM (e), 0.3 µM (f), 8 µM (g) y 10 µM (h). Derecha: Esquema 
representativo de los tipos de agregados que se forman por la interacción de las NPs de Au con 
el péptido SOM230 a diferentes concentraciones: desacoplamiento plasmónico (i), globulares 
(j), lineales (k) y una NP de Au individual (l). 
 
La interacción entre el péptido y las NP está controlada principalmente por dos 
factores; i) la transición de modelos de agregación RLCA-DLCA al variar la 
concentración y ii) por la formación de una corona alrededor de las NPs que puede 
influir en la agregación de las NPs. Ambos efectos pueden afectar al perfil espectral de 
extinción del complejo péptido-NP. Cuando la molécula se encuentra a una 
concentración de 30 nM (fig. 5.30c) aparece un máximos de extinción a 742 con un 
pequeño hombro a 856 nm, el cual se intensifica al subir la concentración hasta 0.3 
µM. Estas extinciones están asociadas a la formación de agregados lineales cuya 
longitud de cadena aumenta con la concentración de péptido, lo que explica el 
desplazamiento de la resonancia L hacia mayores longitudes de onda. El aumento de 
concentración hasta 0,3 M, da lugar a un fuete desplazamiento de la banda L hasta 
menores valores de longitud de onda (615 nm) correspondiente a la formación de 
agregados globulares como se muestran en el esquema de la fig. 5.30j. En estas 
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condiciones la carga negativa que presentan las NPs de Au están contrarrestadas en 
gran medida por las moléculas de SOM230 que presentan una carga neta positiva (+2) 
debido a los grupos NH2 existentes en la cadena lateral del residuo de Lys y del grupo 
amino terminal del residuo 7 (fig. 5.22b). Este efecto induce una agregación del tipo 
DLCA que conduce a una agregación más desordenada y unas agrupaciones de NPs 
con forma globular. A concentraciones más altas (> 0,3 M) se produce un 
desacoplamiento entre NPs que da lugar a la práctica desaparición de la banda L 
debido a que las NPs se sitúan a una distancia demasiado larga (fig. 5.30i). 
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Figura 5.31: Variación de la posición y la relación de intensidades del máximo de la Banda L 
de los agregados con el cambio de la concentración del SOM230 (a). Imágenes TEM de los 
agregados lineales (b) y globulares (c) que se forman por la interacción de las NPs de Au con 
el péptido a concentración 1 µM. 
 
El gráfico de la fig. 5.31 relaciona la posición del máximo de extinción y la relación 
de las intensidades relativas de los máximos de extinción de las Bandas L y T al variar 
la concentración del péptido. La posición del máximo de extinción para los agregados 
al variar la concentración del péptido sufre cambios significativos en su posición, 
desplazándose hasta ~250 nm. Este comportamiento indica que el péptido SOM230 
forma distintos tipos de agregados al interaccionar con las nanopartículas de oro en el 
coloide de AuCT50, tal como se explicó en el párrafo anterior. Como se verá más 
adelante, las diferencias entre los espectros de extinción de los agregados de SOM230 
(b) 
(c) 
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en presencia de las NPs de Ag (fig. 5.29a) con respecto a las variaciones observadas 
en la Banda L de SOM230 en NPs de Au están relacionadas con los diferentes 
mecanismos de adsorción del péptido sobre las superficies de estos metales.   
 
II. Microscopía Electrónica de Transmisión 
Las imágenes obtenidas por microscopía electrónica TEM permiten observar la 
formación de una corona peptídica que rodea a las NPs tanto de Ag como de Au. Para 
el caso del SOM230 solo se obtuvieron imágenes por TEM mientras que para LAN se 
utilizó tanto TEM como SEM, ver fig. 5.32. Se decidió tomar solo imágenes por 
microscopía electrónica de transmisión porque el contraste ofrecido por esta técnica es 
mayor que con para técnica de SEM, además de que se observó que la materia 
orgánica que conforma el péptido se modifica al entrar en contacto con el haz de 
electrones proveniente de la fuente de irradiación del microscopio. Este efecto se 
observó con anterioridad para el péptido LAN (sección 5.3.1).  
 
Figura 5.32: Imágenes TEM de NPs plasmónicas agregadas en presencia del péptido 
SOM230 (1 µM) y activadas con KNO3 (0.5 M): AgHxCl (a) y AuCT50 (b).  
 
Las imágenes TEM de las NPs plasmónicas agregadas mediante SOM230 se 
muestran en la fig. 5.32. Al igual que en el caso del péptido LAN, la microscopía 
electrónica aportó información crucial para entender los mecanismos de agregación a 
diferente concentración, tal como se mostró en la fig. 5.25. Esta información sirvió 
para explicar cambios observados en los espectros de resonancia de plasmón de dichas 
figuras. Por otra parte, la adsorción del péptido sobre las NPs metálicas puede 
visualizarse en las imágenes TEM (fig. 5.32a) donde puede apreciarse la formación de 
una corona de naturaleza peptídica alrededor de las nanopartículas. 
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El grosor de la corona orgánica que forma el péptido es de 6±1 nm. Sin embargo, 
cuando el SOM230 se encuentra en presencia de NPs de oro, como muestra la fig. 
5.32b, la corona formada por el péptido alrededor de la nanopartícula es algo más fina 
(5±1 nm) y con menor densidad óptica en relación con la que se forma alrededor de la 
NPs de Ag. Además, en el caso del Au las NPs se disponen de una forma más 
ordenada formando cadenas reticulares, con espacios vacíos entre las mismas. La 
distancia promedio entre las partículas de Au es de 3±1 nm, mientras que para el caso 
de las NPs de Ag se encuentran a una distancia de separación entre ellas casi 
imperceptible en la imagen TEM en la mayoría de las nanopartículas, por lo que no se 
indica ese valor para las NPs de Ag. Las diferencias observadas al variar el metal se 
atribuyen a la distinta organización del péptido sobre cada uno de los metales, lo que 
redunda en la formación de capas de adsorción con una estructura probablemente 
distinta. 
En la tabla 5.5 se resumen los valores medios medidos para el diámetro de las NPs 
de Ag y Au así como la desviación estándar de estos valores. También se muestran los 
valores del grosor de la corona formada por los péptidos LAN y SOM230 alrededor de 
las NPs, obtenidos a partir del análisis de las imágenes TEM. 
 
Tabla 5.5: Valores medios del diámetro (d) junto con su desviación estándar (σ) deltamaño de 
las nanopartículas de Ag y Au, así como de la corona  peptídica (s) formada por los péptidos 
Lanreótido y Pasireótido alrededor de las NPs como consecuencia de su adsorción. El número 
de muestra analizado fue n = 80. 
Péptido LAN NPs Ag (nm) NPs Au (nm) 
Diámetro de la NP (d±σ) 50±10 50±6 
Grosor de la corona (s±σ) 7±2 8±1 
Péptido SOM230 NPs Ag (nm) NPs Au (nm) 
Diámetro de la NP (d±σ) 50±10 50±6 
Grosor de la corona (s±σ) 6±1 5±1 
 
Del análisis de los valores mostrados en la tabla 5.4 se puede concluir que el 
péptido LAN da lugar a la formación de una corona peptídica sobre la superficie 
metálica de mayor grosor que la formada por el péptido SOM230 en las mismas 
condiciones. Este comportamiento puede estar relacionado con las diferentes formas 
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estructurales que presentan ambos péptidos y la distinta composición y secuencia de 
los aminoácidos que lo componen. 
La estructura del LAN presenta una mayor flexibilidad debido a la forma de 
horquilla que le proporciona la unión debida al puente disulfuro formado por los dos 
residuos de cisteína (Cys2-Cys7) que componen la estructura del péptido (fig. 5.22a). 
Mientras que el péptido SOM230 posee una estructura secundaria más cerrada y 
menos flexible, debido a la existencia de seis enlaces peptídicos que dan lugar a una 
estructura en forma de anillo, de mayor rigidez que en el caso del LAN. Por lo tanto es 
de esperar que los agregados que forman ambas moléculas sean diferentes. 
 
III. Espectroscopía Raman Intensificada por Superficie  
Los espectros SERS del péptido SOM230 obtenidos utilizando coloides de AgHxCl 
y AuCT50 como substratos SERS, se muestran en la fig. 5.33. Los espectros SERS de 
este péptido se registraron usando líneas de excitación a 532 nm, para los 
experimentos con NPs de Ag, y a 785 nm para las medidas con NPs de Au, ya que 
estas líneas láser se adecuaban mejor a las condiciones de excitación de la banda L 
correspondiente al SOM230. Asimismo, para este último péptido se llevó a cabo la 
activación previa del coloide mediante agregación del mismo por adición de nitrato 
potásico con el objetivo de bajar el límite de detección del péptido. 
Como se puede ver en la fig. 5.33A, a medida que aumenta la concentración del 
péptido en presencia de las NPs de Ag (espectros (i) al (a)), la intensidad SERS de los 
espectros aumenta hasta una concentración de 1 M, a partir de la cual la intensidad 
desciende notablemente y se produce un cambio significativo del perfil del espectro. 
La variación de la intensidad se analizará más adelante en más detalle. El cambio 
paralelo que ocurre tanto en intensidad absoluta como relativa de los espectros se 
explica en base a una repentina modificación del patrón de adsorción del péptido sobre 
la superficie, y posiblemente de su propia estructura molecular, que tiene evidentes 
consecuencias sobre la agregación de las NPs. 
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Figura 5.33: Espectros SERS del péptido SOM230 sobre NPs de Ag (A) y Au (B). Las NPs 
de plata corresponden al coloide AgHxCl activado con KNO3 (0.5 M) a diferentes 
concentraciones de SOM230; a) 10 µM, b) 8 µM, c) 5 µM, d) 1 µM, e) 0.8 µM, f) 0.5 µM, g) 
0.3 µM, h) 0.1 µM, i) 80 nM y j) espectro Raman de SOM230 en disolución acuosa 2.5 mM 
(láser 532 nm). Las NPs de Au corresponden al coloide AuCT50 activado con KNO3 (0.5 M) a 
diferentes concentraciones de SOM230; a) 0.3 µM, b) 0.1 µM, c) 80 nM, d) 50 nM, e) 30 nM, 
f) 10 nM y g) espectro Raman de SOM230 en disolución acuosa 2.5 mM (láser de 785 nm). 
Los espectros están normalizados a la banda 3400 cm-1 del agua.  
 
El espectro SERS a concentraciones por debajo de 1 M presenta bandas intensas 
de grupos aromáticos, concretamente las bandas que aparecen en la región 1540-1620 
cm-1. Estos grupos aromáticos serían los correspondientes al residuo Trp y al residuo 
éter en posición 2. Asimismo, la intensificación de bandas correspondientes al residuo 
Trp (1550, 1360, 760 cm-1) y la presencia de una banda de intensidad media a 1175 
cm-1, asociada a vibraciones del grupo amino del residuo Lys, sugiere la interacción 
del péptido SOM230 a través de la Lys mediante una interacción electrostática 
resultante de la formación del par iónico entre el grupo NH2 y los iones cluoruro 
existentes sobre la superficie del metal en coloides AgHxCl. La preponderancia de la 
banda a 1360 cm-1 de Trp se puede atribuir a la exposición del grupo indólico de este 
aminoácido a un medio más hidrofílico del grupo indólico [248], tal como cabría 
esperar de la proximidad de este residuo a la superficie cargada con iones cloruro. A 
concentraciones por encima de 1 M, las bandas correspondientes a los grupos 
aromáticos éter junto con las del residuo Trp experimentan un notable debilitamiento 
en relación a la banda de Phe. Este cambio puede estar asociado a un cambio en el 
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punto de anclaje del péptido respecto al metal, que ahora interaccionaría mediante el 
grupo amino en la posición 7. 
La fig. 5.33B, muestra los espectros SERS utilizando coloide de AuCT50 como 
substrato. La relación señal/ruido de estos espectros resulta ser mayor que para el caso 
de los SERS sobre NPs de Ag. Sobre Au el residuo de Trp cobra un notable 
protagonismo por sufrir una intensificación las bandas de este residuo, así como un 
desplazamiento, efecto éste paralelo al observado en el caso de lanreótido. 
Concretamente, las bandas de Trp aparecen a 1532, 1361, 1116 y 753 cm-1. La banda 
de Trp que aparece en el espectro Raman de la disolución a 1550 cm-1 (fig. 5.33Bg) se 
asigna a vibraciones de tensión del anillo indólico y experimenta un fuerte 
desplazamiento hacia un menor número de ondas debida a la interacción del grupo NH 
indólico con el metal [232]. La interacción de la molécula a través del residuo de Trp 
con la superficie de Au se puede confirmar también mediante varios hechos que se 
describen a continuación, i) el incremento que sufre la banda a 1116 cm-1 que está 
relacionado con el movimiento de flexión angular localizado alrededor del átomo de 
Nɛ del anillo indol del Trp [249], ii) el desplazamiento hacia menor número de ondas 
de las bandas del Trp desde 880 hasta 862 cm-1 y 760 hasta 753 cm-1 y iii) elcambio 
observado en el doblete característico del Trp del espectro Raman en disolución a 
1362 y 1342 cm-1 (fig. 5.31Bg). Estas dos últimas bandas se fusionan en los espectros 
SERS a altas concentraciones (5×10-7- 8×10-8 M) y aparece una nueva banda a 1357 
cm-1, que está relacionada con el Trp ligado a la superficie metálica. Sin embargo, a 
bajas concentraciones de SOM260 (5×10-8 - 5×10-9 M) se puede observar que la banda 
a 1362 cm-1 se restablece en el perfil espectral lo que sugiere que el Trp se encuentra 
libre y no está implicado en la interacción con la superficie [232]. Este resultado es de 
notable importancia para las aplicaciones de estos péptidos (LAN y SOM230) en 
procesos de funcionalización de nanopartículas donde el punto de unión del péptido 
con el blanco celular (en este caso la secuencia de aminoácidos Trp-Lys-Thr) tenga 
que permanecer libre para posibles aplicaciones teranósticas.  
El péptido SOM230 presenta un mecanismo de interacción con las NPs de Ag y Au 
de características complejas, donde las interacciones entre moléculas del péptido y 
molécula-NPs juegan un importante papel debido a la capacidad de esta familia de 
péptido para formar fibrillas y macro-agregados peptídicos, como también influye en 
la agregación de las propias NPs plasmónicas. La presencia de las NPs puede 
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potenciar la formación de diferentes tipos de agregados y permite el estudio de estos 
sistemas a bajas concentraciones. 
 
IV. Análisis cuantitativo del péptido sobre la superficie metálica  
El estudio de la variación de la concentración del SOM230 y su adsorción sobre la 
superficie metálica se realizó empleando como banda marcadora la banda de Phe que 
aparece a 1004 cm-1 (IPhe) en los espectros SERS. La variación de la intensidad SERS 
normalizada de esta banda medida sobre AgHxCl y AuCT50 con respecto a la banda a 
3400 cm-1 del agua se muestra en la fig. 5.34. Esta banda se tomó como banda 
marcadora ya que no interviene en la formación del complejo NP-molécula y no 
cambia ni su posición ni la amplitud de la banda a lo largo del estudio.  
La fig. 5.34a muestra la variación de IPhe medida en la zona de bajas 
concentraciones del péptido (10-8 – 5×10-7 M)  en presencia de AgHxCl, en donde se 
aprecia un comportamiento lineal de IPhe frente a [SOM230]. El gráfico (b) de la fig. 
5.34 muestra la relación de la banda marcadora a 1004 cm-1 con la variación de la 
concentración en todo el rango de concentraciones estudiado (10-8 – 10-5 M). Como se 
puede observar, la forma de la curva mostrada posee una forma sigmoidal, lo que 
evidencia una vez más la complejidad de la interacción entre el péptido y la superficie 
metálica. Aunque hay que resaltar que a bajas concentraciones el péptido describe un 
comportamiento lineal con una elevada sensibilidad para la técnica SERS. La 
evolución sigmoidal de IPhe/[SOM230] por debajo de la concentración umbral 1 M 
revela que la adsorción del péptido puede estar influida por dos efectos que la alejan 
del comportamiento tipo Langmuir: a) el efecto ensamblador de varias NPs por parte 
del péptido conducente a la formación de espacios interpartícula donde la 
intensificación SERS es mucho mayor; y b) formación de multicapas del péptido sobre 
la superficie metálica. Evidentemente, estos comportamientos complejos se deben a la 
existencia de varios puntos de interacción en la estructura del SOM230, tal como se 
deduce del análisis de los espectros SERS. 
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Figura 5.34: Representación de la intensidad de la banda a 1004 cm-1 de Phe frente a la 
concentración de SOM230 cuando se encuentra adsorbido sobre AgHxCl (a y b) y AuCT50 (c 
y d). Las gráficas (a) y (c) corresponden a las regiones en las que se observa un 
comportamiento lineal entre la intensidad de la banda 1004 cm-1 y la concentración del 
péptido. Las NPs metálicas fueron activadas con KNO3 a concentración (0.5M  
 
La fig. 5.34c muestra la variación de la intensidad de la banda a 1004 cm-1 del 
residuo de Phe para la zona de linealidad correspondiente a la región de bajas 
concentraciones (3×10-9 - 5×10-8 M) del SOM230 adsorbido sobre NPs de Au. Por 
otra parte, la variación de banda marcadora con la variación de la concentración del 
SOM230 en un amplio rango de concentraciones (3×10-9 - 10-5 M) se muestra en la 
fig. 5.33d. Al igual que en el caso de Ag, esta variación  indica que la adsorción de 
SOM230 sobre Au se aleja de un modelo de adsorción del tipo Langmuir, lo que 
confirma que también sobre este metal pueden darse los dos supuestos anteriores 
propuestos para la adsorción sobre Ag: formación de espacios interpartícula y/o 
adsorción en multicapas compitiendo con la adsorción sobre el metal. 
A partir de las gráficas lineales de la fig. 5.34 es posible deducir el límite de 
detección de SOM230 sobre cada uno de los metales, que resultó ser 15.49 ppb para 
NPs de Ag y 27.37 ppb para NPs de Au. Por otra parte, la detección SERS del 
SOM230 presenta una sensibilidad sobre las NPs de Au de 4.16×107, que es 
relativamente superior a la obtenida para la misma molécula sobre NPs de Ag 
(1.50×106). Este hecho indica que el péptido interacciona más fuertemente con la 
superficie de Au, ya que se forma un enlace covalente entre el N indólico del residuo 
de Trp y el metal. Sin embargo, la interacción del péptido SOM230 con Ag que se 
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deduce a partir de los espectros SERS es de naturaleza electrostática y ocurre mediante 
la formación de un par iónico entre los grupos amino protonados (NH3+) y los iones 
Cl- adsorbido sobre el metal. Esta interacción es más débil, lo que explica el valor más 
bajo de la sensibilidad. 
 
5.3.3 Adsorción del β-Amiloide y sus fragmentos sobre nanopartículas 
plasmónicas: Efecto sobre la fibrilación 
Tres fragmentos distintos de la secuencia global del péptido β-Amiloide (βAm) con 
secuencias distintas fueron estudiados: βAm25-35, βAm1-42 y βAm1-40 (fig. 2.10). El 
fragmento que se estudió con más detalle fue el de menor tamaño de los tres (βAm25-
35), (fig. 5.21 (a y d)). A diferencia del βAm25-35, como ya se ha comentado 
anteriormente en el capítulo 2, los fragmentos de βAm1-42 y βAm1-40 presentan un 
comportamiento mayormente hidrófobo. Estos últimos fragmentos de la proteína de 
βAm son los que más han sido estudiados hasta el momento [157, 158, 219, 250-252]. 
Sin embargo, como ya se ha mencionado en el capítulo 2, la secuencia 25-35 del 
péptido β-Amiloide es el fragmento más pequeño que presenta actividad biológica. 
Además se trata del fragmento de menor longitud capaz de formar extensos agregados 
integrados por láminas beta, que provocan una elevada neurotoxicidad [165, 246, 
253]. Por este motivo se decidió estudiar con mayor profundidad la secuencia 25-35 
del péptido βAm, aunque también se realizaron experimentos con los fragmentos 1-42 
y 1-40 mediante la técnica SERS.  
 
I. Espectros de extinción 
La fig. 5.35 muestra los espectros de extinción de las NPs de Ag del coloide 
AgHxCl empleadas en este estudio en presencia del fragmento βAm25-35. Se observa 
que el espectro de extinción no experimenta ninguna variación significativa hasta que 
no se alcanza una concentración 3 M del péptido. Por encima de esa concentración se 
produce un cambio consistente en la disminución de intensidad de la banda T del 
coloide y su ensanchamiento. Sin embargo, no se aprecia la aparición de una banda 
neta L, como sí ocurre en los péptidos LAN y SOM230, ya que las bandas T y L no se 
encuentran resueltas. La deconvolución de la banda T/L muestra que la banda T se 
encuentra a 419 nm mientras que la L se localiza a 572 nm. La posición tan baja de la 
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banda L en comparación con los péptidos LAN y SOM230, para los que esta misma 
banda aparece en el intervalo 650-800 nm, está relacionada con la fibrilación del 
péptido βAm25-35 sobre las NPs. Aunque el fragmento 25-35 presenta una 
hidrofobicidad significativamente más baja que los fragmentos 1-42 y 1-40, puede 
formar oligómeros altamente ordenados dependiendo de la concentración a la que se 
encuentre. La incorporación de una molécula en una estructura lámina-beta ya 
estructurada induce a la formación de enlaces de hidrógeno entre cadenas, de tal forma 
que los oligómeros de βAm25-35 crecen de manera altamente organizada [247, 254]. La 
formación de oligómeros de βAm25-35 requiere de concentraciones relativamente altas 
en disolución (milimolar). Sin embargo, el péptido βAm25-35 puede formar agregados 
sobre las NPs a concentraciones mucho más bajas que las requeridas en disolución, 
debido al efecto de la difusión hacia la interfase, que genera una acumulación de 
moléculas de péptido sobre la superficie por aumento drástico de la concentración a 
nivel local sobre la nanopartícula. 
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Figura 5.35: Espectros de extinción del coloide AgHxCl, activado con KNO3 a 0.5 M en 
presencia del péptido βAm25-35 a diferentes concentraciones (a). Variación de la intensidad la 
Banda L con la concentración del péptido βAm25-35 (b). 
 
Los espectros de extinción de la fig. 5.34 indican que existen diferentes efectos del 
péptido sobre las NPs según la concentración. A bajas concentraciones del péptido (< 
3M), la agregación de NPs no se produce, debido a que la adsorción de βAm25-35 
tiene lugar de tal manera que induce un desacoplamiento de los plasmones de las NPs 
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[254-257]. A altas concentraciones (> 3 M) la adsorción sí produce un acercamiento 
de NPs y lo que se observa es que al adicionar el péptido sobre las  NPs la suspensión 
de AgHxCl se agrega rápidamente. Este efecto se observa con más claridad cuando se 
representa la variación de la intensidad de la banda de extinción a 570 nm con la 
concentración (fig. 5.35b). 
 
II. Microscopía Electrónica de Transmisión 
La imagen TEM mostrada en la fig. 5.36a presenta una vista general del sistema 
βAm25-35/Ag NP a una concentración del péptido de 10 µM. Como puede observarse, 
las NPs de Ag aparecen rodeadas de una película en forma de corona que corresponde 
al péptido adsorbido sobre la superficie. Además, se aprecia la existencia de pequeñas 
estructuras esféricas de mayor contraste no adsorbidas sobre las NPs (indicadas con 
flechas rojas) y que se encuentran embebidas en la corona peptídica descrita 
anteriormente. Estas estructuras esféricas podrían corresponder a la formación de 
agregados oligoméricos del péptido βAm25-35.El diámetro medido para las NPs de Ag 
de la imagen (a) en la fig. 5.36 es de 50±10 nm, el grosor de la corona peptídica de 
6±1 nm y el diámetro de las estructuras esféricas asociadas a los oligómeros del 
péptido de βAm25-35 es de 7±1nm. 
 
Figura 5.36: Imágenes TEM de βAm25-35 en presencia de NPs de Ag (coloide AgHxCl) 
activadas con KNO3 (0.5 M) a diferentes concentraciones del péptido: 10 µM (a) y 2 µM (b). 
 
A una concentración cinco veces menor (fig. 5.36b) que corresponde a un valor por 
debajo de la concentración crítica para observar variación en el espectro de extinción 
(2 µM), el aspecto del coloide es totalmente distinto. En este caso se observa un 
(b) 
(a) (b) 
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número mucho menor de partículas esféricas (marcadas con una flecha roja en la 
figura). Por otra parte, aunque el aspecto de los agregados es de una alta compacidad, 
una observación más detallada de los agregados revela la existencia de unas 
estructuras alargadas que unen unas partículas con otras (indicadas con flechas azules 
en la imagen). Estas estructuras son de menor contraste que las NPs de Ag, por lo que 
es muy probable que sean de naturaleza orgánica. Estas formaciones podrían 
corresponder a fibrillas del péptido que se forman en estas condiciones y que 
mantienen las NPs alejadas evitando el acoplamiento plasmónico entre las diferentes 
NPs, lo que explica que a bajas concentraciones no se observe la banda L. 
Con el fin de entender las estructuras que aparecen en las imágenes de la fig. 5.36, 
se ha investigado el proceso de fibrilación del amiloide a partir de los trabajos 
publicados hasta la fecha. La fig. 5.37 muestra el esquema de la fibrilación según 
aparece en el trabajo publicado por Peng y col. Según este trabajo el proceso de 
formación de fibrillas se produce a partir de las unidades monoméricas, pasando por 
las diferentes fases de nucleación y crecimiento que dan lugar a estructuras de 
diferente morfología (dímero, oligómero y protofibrilla) hasta llegar a la formación de 
fibrillas maduras. 
 
Figura 5.37: Esquema propuesto del proceso de formación del amiloide desde monómeros, 
oligómeros hasta fibrillas. 
 
Para el caso de los oligómeros y las protofibrillas el tamaño medio de las 
estructuras es 4±2 nm, mientras que el tamaño medio en las fibrillas maduras es de 
8±4 nm. Los agregados esféricos que se observan en la fig. 5.36, señalizados con las 
flechas rojas tienen un diámetro de 7±2 nm, por lo que podrían corresponder a 
agregados del tipo oligómeros y protofibrillas descritos por Peng y col. Asimismo, las 
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estructuras de mayor tamaño observadas en la imagen 5.36b podría corresponder a la 
formación de fibrillas que crecen sobre el metal separando las NPs. La observación de 
fibrillas a bajas concentraciones y partículas esféricas a altas parece en principio estar 
en contradicción, ya que estas últimas estructuras se deberían formar en las primeras 
fases de la fibrilación. Una posible explicación a este fenómeno es la competencia 
existente entre la interacción del péptido con el metal en la adsorción y la interacción 
intermolecular que da lugar al proceso de fibrilación. A concentraciones altas del 
amiloide se produce primero una asociación de moléculas fuera de la superficie de las 
NPs, lo que da lugar a las partículas esféricas. Sin embargo, a bajas concentraciones 
esta asociación está limitada por el menor número de moléculas de péptido, cuya 
adsorción sobre el metal está más favorecida generando estructuras que crecen desde 
la interfase metálica. 
 
III. Espectroscopía Raman Intensificada por Superficie  
a) Péptido βAm25-35: 
El análisis de los espectros SERS obtenidos para el péptido βAm25-35 en presencia 
de las NPs de Ag permitió estudiar la forma de interacción de la molécula con la 
superficie metálica. Comparando las bandas marcadoras del espectro SERS con el 
espectro Raman del sólido de la molécula se pudo proponer una posible forma de 
orientación del adsorbato sobre la superficie metálica.  
En el espectro Raman del sólido de βAm25-35 (fig. 5.38a) se identificaron las bandas 
relacionadas con el esqueleto peptídico, Las bandas de amidas I y III aparecen a las 
frecuencias de 1667 y 1280 – 1230 cm-1, respectivamente. El resto de las bandas se 
deben a las cadenas laterales de los aminoácidos del péptido. Así por ejemplo, las 
bandas que aparecen a las frecuencias de 1344, 1318 y 1124 cm-1 pueden asociarse a la 
Lys [244, 258] y las bandas a 728 y 647 cm-1 se asignan al estiramiento C-S bajo la 
conformación trans en la Met [259, 260]. La banda asociada a las deformaciones –
CH2 aparecen a la frecuencia de 1442 cm-1, que para el caso en particular de este 
péptido es muy intensa debido a la presencia de los aminoácidos Leu y Ile, los cuales 
le proporciona a la molécula un carácter alifático.  
La fig. 5.38 muestra los espectros SERS a diferentes concentraciones de βAm25-35 y 
una ampliación de la región correspondiente a la amida III de la cadena peptídica de la 
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molécula a dos concentraciones diferentes. Las bandas que aparecen a las frecuencias 
de 1035, 980 y 913 cm-1 relacionadas con los grupos (C-CH2), (CC) y (C-COO-), 
respectivamente, aumentan su intensidad relativa en los espectros SERS [210, 261]. 
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Figura 5.38: Espectro Raman del βAm25-35 sólido (a). Espectros SERS del βAm25-35 sobre 
AgHxCl activado con KNO3 (0.5 M) a diferentes concentraciones; 0.8 µM (b), 1 µM (c), 3 
µM (d), 5 µM (e), 8 µM (f), 10 µM (g). Derecha: Deconvolución de las bandas en la región 
1300-1200 cm-1 (Amida III) de los espectros SERS para las concentraciones: 8 µM (h) y 1 µM 
(i). Excitación a 532 nm. 
 
Las bandas asociadas a la cadena lateral del residuo Lys que aparecen a las 
frecuencias de 1323 y 1124 cm-1 se intensifican notablemente en los espectros SERS 
con respecto al Raman normal del péptido siendo la banda a 1323 cm-1, asociada a 
vibraciones (C-NH2), la más intensa de las tres [258]. Por otra parte, las bandas 
correspondientes a la vibración (C-S) del residuo Met que en el espectro Raman 
normal del sólido aparecen a 728 y 647 cm-1, asociadas a la conformación trans 
alrededor del enlace C-S, se modifica apareciendo en los espectros SERS una única 
banda a 682 cm-1. La aparición de esta banda, con intensidad ligeramente mayor que 
en el espectro del sólido, indica que la cadena lateral de la Met se encuentra cerca de la 
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superficie metálica, orientándose de manera perpendicularmente a ella adoptando una 
conformación trans-gauche (PH-T) alrededor del enlace C-S [260, 262, 263]. El 
análisis de los espectros SERS y Raman en su conjunto permiten concluir que el 
péptido βAm25-35 interacciona con la superficie metálica a través del grupo –NH3+ de la 
cadena lateral de Lys. Esta interacción ocurre de manera simultánea al acercamiento 
de la cadena lateral de la metionina a la superficie. 
En la fig. 5.38 (h-i) se muestra la deconvolución de la banda correspondiente a la 
Amida III del esqueleto peptídico de βAm25-35 a dos concentraciones diferentes de 
adsorbato: 8 y 1 µM. Como es bien sabido, esta banda es un marcador estructural de 
péptidos y proteínas, ya que su posición depende de la estructura tridimensional de la 
cadena polipeptídica [218, 219]. Por lo tanto, su análisis es de gran interés para 
investigar la estructura del péptido βAm25-35 cuando se encuentra adsorbido sobre las 
NPs. La tabla 5.6 muestra el resultado de la deconvolución aplicada junto con la 
asignación de las bandas resultantes en la región 1300-1200 cm-1. 
A partir de la deconvolución de la banda Amida III para el caso del βAm25-35 en 
presencia de NPs de plata se deduce que la organización del péptido sobre la superficie 
metálica puede cambiar en dependencia de la concentración del mismo. Este tipo de 
diferencias puede implicar que la estructura que del péptido sobre la superficie adopte 
configuraciones distintas si se encuentra a concentraciones diferentes. 
 
Tabla 5.6: Deconvolución de la banda Amida III con la contribución porcentual de las 
diferentes estructuras secundarias resultantes obtenidas a partir de los espectros SERS del 
βAm25-35 sobre NPs de Ag a una  de excitación de 532 nm (fig. 5.38 (h-i)). 
[βAm25-35] 
(µM) 
Random 
1272 cm-1 
Codos (β-turn) 
1257-1295 cm-1 
Β-sheet 
1243 cm-1 
β-strand 
1230 cm-1 Total 
8 20 35 19 26 100 
1 22 43 21 14 100 
 
Para el caso en que el βAm25-35 se encuentra a una concentración elevada (8 µM) la 
mayor contribución (26 %) de estructura secundaria tipo β se obtiene para el elemento 
β-strand, el cual aparece a 1230 cm-1 [264, 265]. Por el contrario, a una concentración 
más baja (1 µM) la contribución de este tipo de estructura es del 14 %. En un intento 
de correlacionar los espectros SERS con las imágenes TEM de la fig. 5.36, se observa 
que el péptido a una concentración 10 µM parece organizarse formando los 
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aglomerados con una apariencia esférica (fig. 5.36a), que sugiere la presencia del 
péptido con una estructura secundaria β-strand más organizada, en las cuales el 
péptido se encuentra formando cadenas beta anti-paralelas [266-268]. Sin embargo, a 
concentraciones más bajas (1 µM) se puede observar un aumento en la contribución de 
la forma β-sheet (21 %) lo que puede sugerir un cambio en la conformación estructural 
del péptido sobre la superficie metálica, además la forma de contribución tipo codo (β-
turn) aumenta un 8 % respecto al caso de mayor concentración, lo que pudiera estar 
relacionado con una pérdida en la organización de la estructura secundaria del péptido, 
ya que a concentraciones más bajas hay menos interacción molécula-molécula y se 
desestabiliza la estructura [268]. En estas condiciones la interacción péptido-metal 
prevalece dando como resultado las fibrillas observadas en la imagen TEM de la fig. 
5.36b. D´Ursi y colaboradores estudiaron las diferentes conformaciones estructurales 
del péptido βAm25-35 en diferentes medios cambiando la polaridad del entorno que lo 
rodea mediante cálculos teóricos de Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Para una 
mezcla agua/hexafluoroisopropanol (H2O/HFIP) 80/20 v/v simulando condiciones de 
polaridad determinadas, observaron que la molécula adoptaba una estructura tipo β-
turn que involucra una interacción entre los aminoácidos Gly25 y Asn28 mediante 
enlace de hidrógeno [269]. Teniendo en cuenta esta consideración, es de esperar en 
disolución acuosa (medio polar) la conformación del péptido presente una estructura 
β-turn entre los aminoácidos 25-28. Sin embargo, en presencia de NPs metálicas el 
péptido se agrega formando láminas-beta de características diferentes en dependencia 
de la concentración a la que se encuentre en disolución. Por lo tanto, estos resultados 
indican que las NPs afectan en el proceso de fibrilación de manera efectiva, 
provocando una agregación del péptido a bajas concentraciones (< 2 µM), mientras 
que a concentraciones por encima de este umbral se produce una agregación diferente 
fuera de las NPs. Este fenómeno explicaría los cambios observados en los espectros de 
extinción. 
 
IV. Isoterma de adsorción 
El estudio SERS del péptido de βAm25-35 permitió también deducir el mecanismo 
de adsorción del péptido sobre las NPs de Ag, a partir del análisis de los cambios en 
los SERS con respecto al espectro Raman del péptido en estado sólido. La fig. 5.38a 
muestra la variación de la intensidad de la banda marcadora a 1445 cm-1 en los 
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espectros SERS del péptido βAm25-35 en presencia de NPs de Ag en todo el intervalo 
de concentraciones estudiado (0.5 – 10 µM). 
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Figura 5.39: Variación de la intensidad de la banda marcadora SERS a 1445 cm-1 del péptido 
βAm25-35 (normalizada a la banda 3400 cm-1 del H2O) con la concentración en AgHxCl 
activado con KNO3 (0.5 M) (a). Recta de calibrado obtenida a partir de la variación de la 
intensidad de la banda a 1445 cm-1 con la concentración del péptido βAm25-35 en AgHxCl en la 
región 5×10-7- 10-6 M (b). Excitación a 532 nm.  
 
El tipo de adsorción que describe el péptido de βAm25-35 no es del tipo Langmuir, 
pues el mecanismo de adsorción del péptido sobre las NPs de Ag es más complejo, 
debido a las fuertes interacciones que se producen entre las moléculas del péptido en 
los procesos de agregación que se han comentado anteriormente. En este caso la 
complejidad de adsorción del péptido sobre la superficie metálica viene dada por la 
competencia que existe entre las propias moléculas de βAm25-35 por formar los 
agregados del tipo oligómeros, observados por microscopía electrónica (fig. 5.36) y la 
adsorción de las moléculas péptido βAm25-35 sobre la superficie de las NPs de Ag. Este 
comportamiento difiere de los péptidos LAN y SOM230, donde la complejidad de 
adsorción sobre las NPs metálicas viene dada por los diferentes puntos de anclaje a la 
superficie que presentan estos y no a los procesos de fibrilación. 
A bajas concentraciones del péptido la variación de la intensidad de la banda 
marcadora SERS a 1445 cm-1 con la concentración del péptido presenta un 
comportamiento lineal, aunque hay que resaltar que la región de linealidad encontrada 
para este sistema (βAm25-35/AgHxCl) (0.5 – 1 µM) es más restringida que la 
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correspondiente a los péptidos LAN y SOM230. En la fig. 5.39b se muestra la recta de 
calibrado del βAm25-35 en presencia de AgHxCl activado previamente con KNO3 (0.5 
M). La sensibilidad de la técnica SERS en la detección del βAm25-35 (1.04±0.1)×105 es 
mucho menor que la obtenida para los péptido LAN y SOM230. No obstante, esta 
sensibilidad es alta comparada con otros fragmentos del péptido de βAm que no 
muestran ninguna o muy poca afinidad por la superficie de las NPs metálicas. De la 
gráfica 5.39b se pudo deducir el límite de detección del βAm25-35 en NPs de Ag, que 
resultó ser 1387 ppb. Este valor de LOD deducido para el βAm25-35 es mucho mayor 
que los obtenidos para los péptidos LAN (107 ppb) y SOM230 (15.5 ppb) en las 
mismas condiciones de medida. Este hecho se atribuye al mecanismo de adsorción que 
presentan los péptidos sobre la superficie de Ag. Así mientras que para el caso de 
βAm25-35 esta interacción es más débil, ya que presenta solo un grupo amino cargado 
aportado por el residuo Lys por el cual interacciona con las NPs de Ag, mientras que 
el péptido LAN presenta hasta dos puntos de anclaje a la superficie (el grupo amino 
del residuo Lys y el grupo amino que se encuentra en la posición 1 cerca del grupo 
Naph) al igual que el péptido SOM230 que presenta dos grupos amino en su estructura 
(residuo de Lys y grupo amino en la posición 7) disponibles para interactuar con la 
superficie metálica.  
 
b) Péptidos βAm1-42 y βAm1-40: 
La fig. 5.40 muestra el espectro Raman del sólido y el SERS de los péptidos βAm1-
40 (A) y βAm1-42 (B) registrados en modo “micro”. Los espectros SERS en modo 
“macro” no pudieron ser obtenidos utilizando los coloides AgHxCl y NSAg. Esto se 
debe a la alta hidrofobicidad que presentan estos péptidos, ya que existe gran cantidad 
de aminoácidos alifáticos en su estructura, lo que hace que presenten una baja  
afinidad por la superficie hidrofílica de las NPs de Ag. Sin embargo, para el caso del 
fragmento βAm1-40 se encontraron unas condiciones experimentales óptimas en modo 
“micro” gracias a las cuales se pudieron obtener buenos resultados SERS utilizando 
como substrato las nanoestrellas de plata.  
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Figura 5.40: A) Espectros Raman del péptido βAm1-40: Raman normal en estado sólido (a) y 
SERS sobre NSAg205 a una [βAm1-40] de 0.22 µM en modo “micro” (b). Excitación a 633 
nm. B) Espectro SERS del complejo ThT:βAm1-42 a la concentración [5:0.22] µM en coloide 
de NSAg205 (a); espectro SERS de [ThT] a 5 µM en presencia de NSAg205 (b); espectro 
diferencia de (a – b) (c) y espectros Raman normal del βAm1-42 en estados sólido. Excitación a 
532 nm. 
 
El fragmento βAm1-40 da lugar a un espectro SERS cuando se usaron nanoestrellas 
NSAg205 dominado por intensas y anchas bandas alrededor de 600 y 900 cm-1, que 
podrían ser debidas a iones presentes en la mezcla.  
El fragmento βAm1-42 también fue los experimentos SERS se realizaron utilizando 
también el coloide de nanoestrellas NSAg205 (sección 4.3.1). En este caso se llevó a 
cabo una medida SERS indirecta basada en el empleo del marcador ThT. El uso de las 
nanoestrellas NSAg205 como sustrato para el SERS tiene un valor añadido en este 
caso, pues la presencia de las moléculas de citrato como producto de la oxidación en la 
obtención de las NPs de Ag, evitan que la ThT se adsorba sobre la superficie metálica 
eficazmente (sección 5.2.1). La fig. 5.40B muestra los espectros SERS del complejo 
ThT/βAm1-42 (fig. 5.40a) y de ThT (fig. 5.40b). Los resultados muestran que al haber 
una concentración de citrato diez veces menor en el coloide NSAg205 se logra una 
aproximación suficiente del péptido a la superficie metálica para obtener un espectro 
SERS de calidad aceptable. Con el fin de analizar la interacción de ThT con el péptido 
βAm1-42, se obtuvo el espectro diferencia entre el SERS del complejo ThT/βAm1-42 y 
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el espectro SERS de ThT (fig. 5.40c). El espectro diferencia muestra bandas positivas 
a 1596, 1397, 1129, 1034, 1002, 817, 742, 701 y 530 cm-1, donde las bandas a 1596, 
1397, 1129 y 530 cm-1 están  asociadas a la forma ThT1, en la que la molécula de ThT 
adopta un ángulo de 900 entre las dos mitades aromáticas (benzotiazol y 
aminobenceno, fig. 5.19b, mientras que las bandas a 1034 y 1002 cm-1 están asociadas 
al residuo Phe [270-272]. Por otra parte, la banda a 817 cm-1 puede estar asociada al 
residuo Tyr que se encuentra interaccionando con la ThT a través de los electrones π 
de los anillos aromáticos y desplazándose desde 830 cm-1 hasta 817 cm-1. Este efecto 
demuestra que la interacción del péptido consigue retirar moléculas de ThT de la 
superficie dando como resultado un mayor peso en los espectros SERS resultantes de 
moléculas del marcador que se encuentran interaccionando con el péptido. Las bandas 
positivas observadas en el espectro de la fig. 5.39c parecen corresponder a la ThT 
unida al péptido, cuyo espectro SERS resulta ser diferente al de ThT unida a la NP 
metálica. Por lo tanto, este resultado constituye un punto de partida prometedor para la 
posible detección de péptidos amiloides a bajas concentraciones usando medidas 
indirectas del colorante histológico mediante la técnica SERS. 
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6. CONCLUSIONS 
 The silver star-shaped nanoparticles fabricated by chemical reduction method 
reported in this Thesis, give rise to Ag nanostars (NSAg) with excellent plasmonic 
properties to provide a high SERS activity. A large number of NSAg nanoparticles 
preparations, 24 in total, were obtained by changing the fabrication parameters e.g. 
hydroxylamine, silver nitrate, citrate and the lapse reduction time (T1). The 
morphological analysis of resulting NSAg revealed that they are formed by a core from 
which several arms are expanded, being the length of these arms subjected to 
modification by controlling the concentration of reagents and the reduction time. 
 The NSAg reported in this Thesis exhibit interesting plasmonic activity: a) a 
large SERS performance as demonstrated by using tiophenol as probe molecule; and b) 
a broad plasmon resonance, ranging from the blue region towards the red-NIR region 
that allows a successful application of these substrates in a broader region of the 
electromagnetic spectrum. 
 Hollow bimetallic nanostars (NSAgAu) with different morphologies were 
successfully prepared by a method combining the classical chemical reduction and the 
galvanic replacement method. Four preparation methods were employed by changing 
the relative Au/Ag concentration ratio, as well as the concentration of the two employed 
chemical reductors (hydroxylamine and citrate). These systems exhibit a high SERS 
activity demonstrated by the intense spectroscopic signals obtained by using Thioflavin 
T as probe molecule.  
 A detailed morphological analysis of all these substrates revealed that, the size 
of the resulting nanostructures, as well as the arm thickness, become higher by 
increasing the available amount of Ag+ ions. The average number of arms in NSAgAu 
are eight, indicating that these NPs are initially grown from octahedral-shaped NPs, and 
the average diameters range from 30 nm to 350 nm with anAg/Au shell thickness of 3–
10 nm. 
6. Conclusions 
 
134 
 
 The plasmonic resonance and, hence, the SERS activity of the prepared NS is 
extremely sensitive to changes in shape and size which can be tuned on the basis of the 
different methods employed. 
 The hollow bimetallic star-shaped NPs have a SERS activity in all the visible 
and near IR regions. These nanostars are integrated by an alloy of both Au and Ag in 
the shell. The sample NSAgAu1 exhibits the maximum intensification of the SERS 
spectrum in the red spectral region, whereas the sample NSAgAu3 are more active by 
using the 532 nm excitation line. This is due to the significant modification in the 
extinction spectra depending on the different morphology.  
 The nanostar nanoparticles (NSAg and NSAgAu) fabricated in this work can be 
successfully applied in SERS spectroscopy because of two reasons: a) they exhibit clean 
adsorption surfaces, free of strong surfactants usually employed to fabricate other types 
of nanostars, thus allowing the easy adsorption of analytes; and b) the aggregation is not 
necessary because of the large intensification provided by their special morphology. 
Thus, they present interesting substrates to carry out quantitative detection of analytes. 
 Although the obtained NS exhibit interesting physical properties that make them 
suitable SERS substrates, the method employed for their preparation also plays an 
important role in the SERS intensity, because of the different chemical composition of 
interfaces resulting from each colloid method of preparation. This is due to the different 
surface zeta potential and the presence of residual adsorbed species. Unfortunately, the 
nanostars fabricated in the present Thesis cannot be applied in the study of 
olygopeptides studied here due to the interference of the large amount of residual citrate 
that was needed to obtain the star-like morphology. 
 The histological dyes used for detection of amyloid fibrils Congo Red (CR) and 
Thioflavin T (ThT) could be successfully studied by SERS on both NSAg and 
NSAgAu. The adsorption study and quantitative analysis of these dyes was performed 
on the latter substrates, and this represents a promising result for the indirect analysis of 
fibrinogen peptides. 
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 The adsorption study of CR and ThT was made by building the adsorption 
isotherms, which govern the dependence of SERS intensity on the surface coverage. 
These isotherms revealed that the adsorption of these histological dyes followed a 
Langmuir-like model, thus indicating that the intermolecular interaction on the surface 
is negligible. From the linear part of these isotherms the limit of detection of these 
molecules was deduced, being 28.4 and 609 ppb for CR and ThT respectively.  
 The adsorption of fibrogenic peptides (LAN and SOM230) and its quantitative 
analysis by SERS was only possible on silver and gold spherical NPs with no citrate or 
with a low concentration of this anion on the surface. The adsorption mechanism of 
these peptides on the active SERS nanoparticles depends on the biomolecule 
concentration and also on the nature of metals.  
 The LAN and SOM230 peptides interact with the silver surface through 
electrostatic forces resulting from the formation of ionic pairs between amino groups 
and the adsorbed Cl- ion. These peptides present two different amino binding sites on 
Ag surface. This effect is an important issue to take into account in the NPs 
functionalization of these systems with peptides, as the cellular binding site of these 
biomolecules must be free for cellular linking in drug delivery and theranostic purposes. 
 The adsorption isotherms obtained by the SERS study of the LAN and SOM230 
peptides fit an anti-Langmuir due to the nanoparticle linking induced by these peptides 
and the formation of multilayers. The limit of detection of these peptides reached the 
value of 10-100 ppb, thus demonstrating the high sensitivity of the technique in the 
detection of these biomolecules.  
 Among the β-Amiloid peptides studied by SERS, the shorter fragment (βAm25-
35) provided the best results due to its lower hydrophobicity. The analysis of SERS 
spectra suggests that this peptide is adsorbed on Ag through the Lys residue, being the 
Met residue close to the surface. The presence of NPs markedly affects the peptide 
fibrillation that could be studied by SERS. The analysis of the amide III band and the 
TEM images suggest that at low concentration this peptide tends to fibrillate due to the 
adsorption on the surface. On the contrary, at high concentrations the proportion of -
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sheet is lower and the peptide could aggregate in regions out of the NPs forming 
oligomers aggregates. 
 The SERS analysis of βAm1-40 and βAm1-42 peptides only was possible by using 
micro-SERS. In the case of βAm1-42 an interaction with the histological dye ThT was 
deduced from the SERS spectra that is a promising result in future applications of SERS 
in the diagnostic of amyloid-related diseases. 
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Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS) of 
biomolecules using ultrasensible plasmonic metal 
nanoparticles 
 
 
SUMMARY 
 
Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is a powerful technique that provides 
valuable structural information from minute amounts of molecular analytes. This makes 
of SERS an outstanding tool for sensing applications. SERS relies on the special optical 
properties of plasmonic metal nanoparticles (NP) based on the excitation of the 
corresponding localized surface plasmon resonances (LSPRs). This excitation leads to a 
great enhancement of the local electric near field around the surface of the 
nanoparticles. The resonance of the surface plasmon can be tuned by means of several 
parameters such as the size and shape of the nanoparticles [273], thus allowing the study 
of biological objects by using laser excitation at 785 nm [274]. This effect is the basis 
for  attractive applications of these metallic substrates as theranostic platforms, since 
these substrates exhibit Plasmon resonances the near-infrared (NIR) region, that is the 
so-called “tissue therapeutic window” [99]. On the other hand,, anisotropic 
nanoparticles with sharp tips can provide significantly large near-field enhancements, as 
compared to spherical nanoparticles and are thus excellent SERS substrates, that make 
unnecessary their aggregation, in contrast to what occurs for spherical nanoparticles, 
regularly employed in SERS [32, 275].  
The fibril formation of amyloidogenic proteins is believed to be associated with the 
development of many diseases, such as Parkinson’s, Huntington’s and Alzheimer's 
diseases. The elucidation of the structure and assembly mechanisms of these peptides 
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has been a challenge to understand and hopefully prevent these diseases [150]. The 
fibrilization process involves the transition of a certain amyloid protein from normally 
soluble forms to insoluble amyloid fibrils, which are then accumulated in the 
extracellular space of various tissues [218]. The utilization of nanoparticles for the 
treatment of protein aggregation diseases is an important application of these interesting 
substrates. Moreover, the use of plasmonic nanoparticles can afford additional structural 
information from peptide traces. The investigation of the conjugation of amyloid-β 
proteins with the surfaces of Au nanoparticles have attracted considerable attention 
[172], since gold is appropriated for biological applications because of its low toxicity 
and also because of its easy detection.  
 
Figure 8.1: Up: (a–b) Schematic suggested process to explain the growing sequence of NSAg 
(silver nanostars) deduced from different Ag nanoparticles observed in Transmission Electron 
Microscopy (TEM) images, (c) TEM image of Ag/Au hollow nanostar obtain from Ag NS 
templates. Bottom: (d–g) reaction mechanisms suggested explaining the conversion of one 
NSAg arm into a hollow structure, by galvanic replacement and Ag redeposition induced by 
residual citrate. 
 
We have developed in this Thesis a new strategy to fabricate nanoparticles with star 
shape (NS) by a simple method with high effectiveness in SERS and without the use of 
strong surfactants. In the present work were fabricated two kind of spiked nanoparticles 
(Figure 8.1): silver nanostars (NSAg) and hollow bimetallic (Ag/Au) nanostars 
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(HNSAgAu) were fabricated. The fabrication of hollow bimetallic NS, were obtained 
by method combining the classical chemical reduction and the galvanic replacement 
method, using the NSAg as template [143, 276]. This method avoids the use of other 
strong capping surfactants that may prevent the access of analytes to metallic surfaces, 
and their detection by SERS, even if the resulting AgNS and HNSAgAu were finally 
covered by citrate ions to increase their stability in suspension. Different experimental 
conditions were investigated to understand their effect on the morphology of resulting 
particles. 
In this work special emphasis was devoted on the study of the interface composition 
and the nanoparticle morphology regarding the SERS response of molecules with high 
affinity to interact to plasmonic surfaces. This investigation was crucial to further 
optimize the nanoparticle characteristics for quantitative applications.  
In order to accomplish the goals of the present Thesis a large list of instrumentation 
was employed:  Raman and UV-visible spectrometers, TEM and SEM microscopy, 
EDX and dark-field microscopy. 
In a direct approach, a methodology was developed for the identification and 
quantification of two groups of biomolecules, i) histological dyes with a high selectivity 
for amyloid fibrils responsible for the Alzheimer disease [137, 142, 143] and ii) 
fibrogenic peptides with a high capability to form different kind of fibrils and β-sheets 
aggregates in depending on the environmental conditions (lanreotide (LAN), pasireotide 
(SOM230) and some fragments of β-Amyloid peptide (βAm25- 35, βAm1-40 and βAm1-
42)) [151, 155, 168]. 
The methodological approach included the analysis of the vibrational spectra, which 
involved a complete assignation of the corresponding Raman bands of the compounds 
in the solid state or aqueous solutions, and afterwards, the analysis of SERS spectra on 
different colloids. The SERS spectra afforded information about the interaction 
mechanism and the orientation of the substrate on the surface. Furthermore, the 
influence of metallic NPs on the aggregation of the studied peptides was investigated in 
this Thesis by means of the SERS technique and TEM microscopy (Figure 8.2). 
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Figure 8.2: (a) TEM image of AuNP in presence of a lanreotide (1 µM). (b) Zoomed image of a 
gold NP surrounded by a peptide layer (~7 nm of protein corona). (c) Scheme of LAN peptide 
structure obtain by GaussView 5.0 from a PubChem Compound Database file [236]. 
 
In a second step, the adsorption isotherms were obtained from the analysis of the 
SERS data and the adsorption parameters, i.e. the adsorption constant (Kad), and the 
maximum registered intensity (Ism) were calculated by plotting a characteristic marker 
band of the analyte against the biomolecule concentration in the colloid. The adsorption 
mechanism deduced from the adsorption of both histological dyes (ThT and CR) follow 
a Langmuir-like model, and the fibrogenic peptides follow a sigmoidal behaviour, due 
to the differences in the intermolecular interaction between adsorbate molecules and the 
metal surface. At low concentration, a linear behaviour allowed the linear fitting of 
calibration curves and the evaluation of the technique sensitivity and limit of detection 
for each biomolecule.  
In conclusion, the fabrication methods reported in this Thesis give rise to 
nanoparticles of silver and hollow bimetallic (Ag/Au) star-shaped with good plasmonic 
properties to afford a large SERS intensification. These substrates were demonstrated to 
be high active regarding the SERS spectroscopy of the dyes most used for detection of 
amyloid fibrils (ThT and CR). However, they were not so active in the study of other 
biomolecules due to the negative influence of the already adsorbed citrate. This was the 
case of the fibrogenic peptides (LAN, SOM230 and β-Am), wich were studied using 
silver and gold NP as SERS substrates for their vibrational characterization at low 
concentrations. In the particular case of peptides, the influence of metal NP on the 
peptide aggregation and the adsorption on the metal surface was also checked. 
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